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Hypoxie spielt eine bedeutende Rolle in vielen pathologischen Prozessen wie bei vaskulären Erkrankungen oder 
auch Tumoren. Während die transkriptionelle Anpassung schon intensiv untersucht wurde, wurde der 
posttranskriptionellen Regulation bisher wenig Beachtung geschenkt. Insbesondere das alternative Spleißen 
eröffnet eine Möglichkeit der schnellen und sehr spezifischen Anpassung an sich ändernde Umgebungen. In 
dieser Arbeit wurden deshalb zwei Gene untersucht, die beide unter Hypoxie in Endothelzellen alternativ 
gespleißt werden. 
Das erste der beiden Gene ist der MYC assoziierte Faktor X (MAX), ein ubiquitär exprimierter Transkriptionsfaktor 
in einem Netzwerk, das die Proliferation und Zelldifferenzierung reguliert. MAX wurde als eines von neun 
alternativ gespleißten Genen in einem Exon Array identifiziert. Während Hypoxie die Expression anderer 
Mitglieder des Netzwerkes ändert, wurden bisher keine Änderungen in der MAX Expression gefunden. In 
Endothelzellen werden zwei MAX mRNA Isoformen induziert, die sich an ihrem 3’ Ende vom Wildtyp 
unterscheiden. Isoform C wird durch den NMD (nonsense-mediated mRNA decay) abgebaut, während Isoform E 
für ein instabiles Protein mit einem veränderten C-Terminus kodiert. Diese Destabilisierung wird durch die 
Isoform E spezifische 36 aa lange Sequenz vermittelt, die auch in der Lage ist, heterologe Proteine durch 
Fusionieren an deren C-Terminus zu destabilisieren. Beide Spleißereignisse sind demnach unproduktiv und 
scheinen vielmehr der Reduktion des Wildtyps unter Hypoxie zu dienen. 
Durch neuere Studien wurde gezeigt, dass deregulierte Spleißfaktoren zum Fortschreiten von Tumoren beitragen 
können. Um die Regulation solcher Proteine besser zu verstehen, wurde im zweiten Teil dieser Arbeit das 
alternative Spleißen des RNA bindenden Proteins hnRNP DL charakterisiert. Unter Hypoxie wird eine 
unproduktive mRNA Isoform durch Inklusion eines Exons im 3’ UTR induziert, die durch Abbau im NMD zu einer 
geringeren Proteinmenge in Endothelzellen führt. Eine reduzierte Menge von hnRNP DL konnte mit einer 
reduzierten Proliferation in Endothelzellen assoziiert werden.  
HnRNP DL ist in der Lage, das Spleißen der eigenen prä-mRNA zugunsten der NMD sensitiven Isoform zu 
verschieben. Diese Autoregulation ist mit einem ultrakonservierten Element verbunden und wurde bereits für 
mehrere Mitglieder der hnRNP Familie beschrieben. Durch Minigen-Analysen konnte die Bindesequenz von 
hnRNP DL auf 50 nt auf- oder abwärts des alternativen Exons eingegrenzt werden. Außerdem konnte eine 
gegenseitige Regulation der paralogen Proteine hnRNP D und DL in HeLa-Zellen bestätigt werden. Die Proteine 
regulieren somit die eigene sowie die gegenseitige Expression durch einen negativen feedback loop. Diese Art 
der Crossregulation ist auch für andere paraloge hnRNPs beschrieben worden, jedoch anders als hier gezeigt, 
keine Regulation in beide Richtungen.  
 
  







Eine ausreichende Sauerstoffversorgung aller Zellen ist essentiell für ihre Vitalität. Sauerstoffmangel (Hypoxie) 
führt zu Veränderungen der Genexpression, um das Überleben unter reduzierten Sauerstoffkonzentrationen zu 
gewährleisten1.  
Man unterscheidet drei Arten von Gewebehypoxie2. Die hypoxämische Hypoxie bezeichnet eine zu geringe 
Sauerstoffkonzentration im arteriellen Blut. Dies kommt bei Aufenthalten in Höhen von über 4000 m vor, da hier 
der Barometerdruck und damit auch der Sauerstoffpartialdruck in den Alveolen sinkt. Als zweites ist die 
anämische Hypoxie zu nennen, bei der die Sauerstofftransportkapazität herabgesetzt ist, was zum Beispiel durch 
einen geringen Hämoglobingehalt des Blutes hervorgerufen wird. Eine Ursache kann beispielsweise Eisenmangel 
sein, da Eisen zur Ausbildung des Porphyrinrings im Hämoglobin benötigt wird. Die dritte Form ist die ischämische 
Hypoxie, die bei verminderter Durchblutung des Gewebes, zum Beispiel durch Gefäßverengung oder -verschluss 
auftritt.  
2.1.1 Vorkommen und Relevanz von Hypoxie 
Hypoxie tritt in physiologischen Prozessen wie der Embryogenese oder dem Wundheilungsprozess auf3,4. 
Außerdem treten hypoxische Bereiche bei kardiovaskulären Erkrankungen auf. Hier kommt es durch 
Arteriosklerose, Thrombosen oder einen Herzinfarkt zu verminderter Durchblutung und damit zum Auftreten 
von lokaler ischämischer Hypoxie2,5.  
In soliden Tumoren tritt Hypoxie in Folge von proliferierenden Zellen auf, die dem Blutgefäßsystem entwachsen. 
Durch die hypoxische Umgebung wird in normalen sowie in Tumorzellen eine Zellantwort ausgelöst, die das 
Überleben ohne Sauerstoff sicherstellt (siehe auch Kapitel 2.1.2 und 2.1.3). Generell werden hypoxische Tumore 
mit einer schlechten Prognose assoziiert, weil Tumorzellen die Anpassungen ausnutzen, um Zell-Zell-Kontakte zu 
reduzieren, wodurch sich das Potential zur Metastasierung erhöht. Außerdem können hypoxische Tumore durch 
das Entwachsen aus dem Blutgefäßsystem oft nur eingeschränkt mit Medikamenten beliefert werden und sind 
deshalb oft resistent gegen Radio- und Chemotherapie6. 
Eine besondere Rolle bei der Reaktion auf Hypoxie spielen Endothelzellen, die das Innere des gesamten 
Blutgefäßsystems auskleiden und verschiedenste Sauerstoffsensoren exprimieren, um auf Änderungen im 
Sauerstoffgehalt reagieren zu können7. Hypoxie steigert die Proliferation, Migration und Differenzierung von 
Endothelzellen, welche dann das Wachstum von neuen Gefäßen induzieren (Angiogenese), um die Versorgung 
des hypoxischen Gewebes mit Sauerstoff wiederherzustellen1,8. Auch in der hypoxischen Umgebung von 
Tumoren wird die Neovaskularisation stimuliert, wodurch die Proliferation und damit das Tumorwachstum 
gefördert wird. Eine Endothelzelle trägt damit zum Überleben von 50-100 Tumorzellen bei9. Weiterhin wird 
durch neue Blutgefäße auch eine Eintrittsstelle für Tumorzellen in den Blutkreislauf generiert. Hypoxie induzierte 
Änderungen der Genexpression tragen damit direkt zum Tumorwachstum bei und sind deshalb interessant, um 
neue Angriffspunkte für die Bekämpfung von Tumoren zu identifizieren. Verwendet werden für Untersuchungen 





in Kultur z.B. Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVECs – human umbilical vein endothelial cells). Diese 
Primärzellen sind ideal geeignet, da sie in Zellkultur ihre Eigenschaften und Charakteristika durch die sie in vivo 
gekennzeichnet sind beibehalten. 
2.1.2 Transkriptionelle Genregulation unter Hypoxie 
Um das Überleben unter Hypoxie sicherzustellen, müssen die Zellen ihre Genexpression anpassen. Am besten 
untersucht ist die transkriptionelle Antwort auf Hypoxie durch die Familie der HIF (hypoxia inducible factor) 
Transkriptionsfaktoren (Abb. 2.1)10. Der HIF-Komplex besteht aus einem Heterodimer, das aus zwei strukturell 
ähnlichen Untereinheiten gebildet wird. Dabei interagiert eine von drei sauerstofflabilen α-Untereinheiten  
(HIF-1α, HIF-2α und HIF-3α) mit der konstitutiv exprimierten β-Untereinheit (ARNT). Die Expressionsregulation 
der α-Untereinheiten erfolgt auf der Ebene der Proteinstabilität. Unter Normoxie (normale 
Sauerstoffversorgung) wird HIF-α durch Prolylhydroxylasen an konservierten Prolinresten hydroxyliert und damit 
für den Abbau im Proteasom markiert. Unter Hypoxie ist die Aktivität der Prolylhydroxylasen gehemmt, sodass 
HIF-α stabil bleibt, mit ARNT dimerisiert und die Transkription vieler Zielgene aktiviert. Gene, die direkt durch 
HIF reguliert sind, beinhalten unter anderem die Laktat-Dehydrogenase, die Phosphoglycerat-Kinase-1 und die 
Pyruvat-Dehydrogenase, welche die Umstellung auf die anaerobe Energiegewinnung vermitteln. Gleichzeitig 
wird die Proliferation vermindert, um den Energieverbrauch zu minimieren. Um den O2 Transport zu erhöhen, 
wird die Produktion von EPO (Erythropoetin) zur Steigerung der Erythropoese induziert. Außerdem wird die 
Synthese von Wachstumsfaktoren wie VEGFA (vascular endothelial growth factor A) oder PDGFB (platelet-
derived growth factor B) gesteigert, welches die Neubildung von Blutgefäßen stimuliert.  
 
 






Abbildung 2.1 HIF abhängige Regulation unter Hypoxie 
Erklärung siehe Text. 2-OG = 2-Oxoglutarat, CBP = CREB binding protein, HIF = hypoxia inducible factor, HRE = hypoxia 
responsible element, PHD = Prolylhydroxylasen, Ub = Ubiquitin, VHL = von Hippel-Lindau tumor suppressor protein. Abbildung 
verändert nach11. 
 
2.1.3 Posttranskriptionelle Genregulation unter Hypoxie 
In den letzten Jahren ist deutlich geworden, dass nicht die Transkription allein über die Expression eines Genes 
entscheidet, sondern auch posttranskriptionelle Regulationsmechanismen von größter Bedeutung sind, dazu 
gehören die Stabilität der mRNAs sowie deren Translationseffizienz. Ein Beispiel ist das RNA bindende Protein 
HuR (human antigen R), welches selbst unter Hypoxie induziert wird. Es kann sowohl an den 5’ UTR von HIF-1α 
binden und damit die Translationseffizienz erhöhen12, als auch an den 3’ UTR von VEGFA, um die mRNA zu 
stabilisieren13. Dadurch kann es die Antwort auf Hypoxie zunächst verstärken. In einem weiteren Schritt hilft es 
wiederum, die Antwort auf Hypoxie zu beenden, indem es das Level von pVHL (von Hippel-Lindau 
Tumorsuppressorprotein) erhöht, welches seinerseits HIF-1α für den Abbau markiert14.  
Weitere RNA bindende Proteine, die an der Regulation unter Hypoxie beteiligt sind, sind hnRNP I (auch PTB, 
polypyrimidine-tract-binding protein)12,15 oder TTP (Tristetraprolin)16, 17. Auch miRNAs tragen zu einer Regulation 
unter Hypoxie bei. MiR-210 wird HIF abhängig induziert und reguliert Gene des Metabolismus, der Proliferation 
und der Angiogenese18,19. Hingegen ist bisher nur sehr wenig über Hypoxie induzierte Änderungen des Spleißens 
























Die prä-mRNAs (precursor messenger mRNA) eukaryotischer Gene bestehen aus Exons und Introns, wobei die 
Exons Bestandteil der reifen mRNA sind. Durch das Spleißen werden die Introns aus der prä-mRNA entfernt, 
sodass eine translationsfähige mRNA entsteht. Das Spleißen wird vom Spleißosom, einem Ribonukleoprotein-
Komplex katalysiert. Als Erkennungsstelle enthalten Introns das Dinukleotid GU an der 5’ Spleißstelle (5’ SS), 
welches innerhalb der Konsensussequenz GURAGU liegt. Das 3’ Ende hingegen ist durch drei konservierte 
Sequenzelemente charakterisiert. Dazu zählt die Verzweigungsstelle (branch point), ein Adenosin, ca. 18-40 nt 
aufwärts der 3’ Spleißstelle (3’ SS), der Polypyrimidintrakt und ein terminales AG Dinukleotid am Ende der 3’ SS20. 
Die Reaktion erfolgt in zwei aufeinanderfolgenden Transesterifikationen (Abb. 2.2). Im ersten Schritt erfolgt ein 
nukleophiler Angriff der 2’ OH Gruppe des Adenosins der Verzweigungsstelle auf die 5’ SS. Dies führt zur Ligation 
des 5’ Endes des Introns mit der 2’ OH Gruppe des Adenosins. Im zweiten Schritt greift das frei gewordene 3’ OH 
der 5’ SS das Phosphat der 3’ SS an. Das Resultat sind zwei verknüpfte Exons sowie das freigesetzte Intron in 
Lariat-Struktur20. 
 
Abbildung 2.2 Schematische Darstellung der Transesterifikationen während des Spleißprozesses 
Die zwei Exons sind als Boxen dargestelllt (E1 und E2), das dazwischenliegende Intron als Linie. Die benötigten Elemente sind 
wie folgt gekennzeichnet: 5’ Spleißstelle (5’ SS), Verzweigungsstelle (BP), 3’ Spleißstelle (3’ SS), freie Hydroxylgruppe (OH), 
Phosphat-Gruppe (p). Abbildung verändert nach20. 
 
Das Spleißosom ist ein dynamischer, makromolekularer Ribonukleoprotein-Komplex und setzt sich aus einer 
Vielzahl von Faktoren zusammen, die mit der prä-mRNA interagieren und dadurch die reaktiven Gruppen der 
prä-mRNA in räumliche Nähe bringen. Bestandteile des Spleißosoms sind die sogenannten snRNPs (small nuclear 
ribonucleoproteins) U1, U2, U5 und U4/6. Jedes snRNP besteht aus einer oder zwei snRNAs (small nuclear 
ribonucleic acids), je sieben Sm-Proteinen und einer variablen Anzahl weiterer snRNP spezifischer Proteine. 
Außerdem ist eine große Zahl weiterer Proteine beteiligt. Der Spleißprozess ist ein dynamischer Vorgang, bei 
dem Umlagerungen in der Struktur und der Zusammensetzungen des Spleißosoms stattfinden (Abb. 2.3)20. 
Im ersten Schritt interagiert das U1 snRNP durch Basenpaarung über die U1 snRNA mit der 5’ SS. Das Adenosin 
der Verzweigungsstelle wird von SF1 (splicing factor 1) gebunden, U2AF (U2 auxiliary factor) bindet den 
Polypyrimidin-Trakt und die 3’ SS. Im nächsten Schritt bindet das U2 snRNP an den Verzweigungspunkt und bildet 
den A Komplex. Dann wird das vorassemblierte tri-snRNP, bestehend aus U4/U5/U6 an den Komplex geleitet 
und es bildet sich der präkatalytische B Komplex. Durch größere Umlagerungen der RNA-RNA und RNA-Protein 
Interaktionen löst sich die Bindung von U1 und U4, wodurch der katalytisch aktive B Komplex entsteht, der den 
ersten Schritt der Katalyse vollzieht. Der zweite Schritt findet in dem daraus entstandenen Komplex C statt. Das 
Spleißosom wird unter ATP-Verbrauch aufgelöst und für die nächste Runde recycelt20.  
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Abbildung 2.3 Schematische Darstellung der strukturellen Veränderungen des Spleißosoms während des Spleißprozesses 
Gezeigt sind die snRNPs (Kreise), sowie die Exons (Boxen) und Intron (Linie). Erklärung siehe Text. Abbildung verändert nach20. 
 
Wenn Introns länger sind als 200-250 nt, was der Fall für die meisten Introns in höheren Eukaryoten ist, bildet 
sich ein erster Komplex über das Exon, ein Prozess, der als Exon-Definition bezeichnet wird21. Dabei bindet das 
U1 snRNP an die 5’ SS abwärts des Exons und rekrutiert U2AF an den Polypyrimidin-Trakt aufwärts der 3’ SS  
(Abb 2.4). Dies führt zur Anlagerung des U2 snRNPs an die Verzweigungsstelle aufwärts des Exons. Dieser 
Komplex wird stabilisiert durch Proteine der SR Familie, die an Enhancer Elemente innerhalb des Exons binden. 
Um den Spleißprozess durchzuführen, muss der Exon-definierte Komplex zunächst in einen Intron definierten  




























Abbildung 2.4 Schematische Darstellung der Exon-Defintion und definierter Sequenzelemente 
Exons sind als Boxen, Introns als Linie gezeigt. 5’ Spleißstelle (5’ SS), 3’ Spleißstelle (3’ SS) und Verzweigungsstelle (BP) sind 
wie angezeigt. R = Purin, Y = Pyrimidin. Die snRNPs U1 und U2 (hellgrün) interagieren mit den Spleißstellen, U2 auxiliary factor 
(U2AF), U2AF65 and U2AF35 (hellgrün) interagiert mit der 3’ SS. Exonische und Intronische Enhancer (ESE und ISE, 
dunkelgrün) sowie Exonische und Intronische Silencer (ESS und ISS, rot) werden von Regulator-Proteinen der SR und hnRNP 
Familien gebunden. 
 
2.3 Alternatives Spleißen 
Beim alternativen Spleißen (AS) werden verschiedene mRNAs ausgehend von einem Gen produziert. AS kommt 
in 95% aller multi-exonischen, humanen Gene vor und erhöht dadurch die Proteinvielfalt23,24. Dies spielt eine 
zentrale Rolle in der Zelltyp und Gewebe spezifischen Expression bestimmter Gene, sodass Isoformen mit 
veränderter DNA-Bindung, einer geänderten Lokalisation oder einer unterschiedlichen mRNA-Stabilität 
exprimiert werden können25.  
Die Arten des alternativen Spleißens können in vier Kategorien unterteilt werden (Abb. 2.5). Dabei stellen 
Kassettenexons die häufigste Kategorie in humanen Genen dar26. Es handelt sich bei ihnen um Exons, die 
entweder in der reifen mRNA enthalten sind (Inklusion) oder nicht (Exklusion). In bestimmten Fällen können 
diese Exons als wechselseitig exklusive Exons vorkommen, sodass immer eins dieser Exons enthalten ist, jedoch 
nicht beide. Außerdem können durch die Verwendung verschiedener 5’ oder 3’ SS Exons verlängert oder verkürzt 
werden. Ein beibehaltenes Intron wird nicht gespleißt und ist in der reifen mRNA enthalten. Alle vier Typen 
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Abbildung 2.5 Übersicht der verschiedenen Arten des alternativen Spleißens 
Bei Kassettenexons handelt es sich um Exons, die entweder in der reifen mRNA inkludiert oder exkludiert werden können. 
Bei wechselseitig exklusiven Exons ist nur eins der beiden Exons in der reifen mRNA enthalten. Durch konkurrierende 5’ oder 
3’ Spleißstellen können Exons verlängert oder verkürzt werden. Ein beibehaltenes Intron wird nicht heraus gespleißt und ist 
Teil der reifen mRNA.  
 
2.3.1 Regulation des alternativen Spleißens 
Alternative Exons weisen dieselben konservierten Bereiche wie konstitutive Exons auf, unterscheiden sich jedoch 
in der Stärke ihrer Spleißstellen. Ausschlaggebend ist dabei beispielsweise die Übereinstimmung der Sequenz der 
5’ SS mit der Konsensussequenz GURAGU (Abb. 2.4), je stärker die Abweichung zu dieser Sequenz, desto 
schwächer die Spleißstelle. Alternative Exons weisen meist eine schwächere 5’ SS auf, außerdem sind sie kürzer 
und der Verzweigungspunkt liegt weiter stromaufwärts28. Um einen korrekten Ablauf des Spleißens zu 
garantieren, sind weitere RNA-Sequenzelemente und RNA bindende Proteine nötig. Die Spleiß-regulatorischen 
Elemente (SRE) werden dabei nach ihrer Funktion und Position kategorisiert. Sequenzen, die das Spleißen 
fördern, werden als exonic splicing enhancer oder intronic splicing enhancer (ESE oder ISE) bezeichnet. 
Sequenzen, die das Spleißen inhibieren, werden äquivalent als exonic splicing silencer oder intronic splicing 
silencer (ESS oder ISS) bezeichnet29. Diese SREs werden hauptsächlich von zwei Proteinfamilien gebunden, den 
SR Proteinen (Serin/Arginin reiche Proteine) und den Mitgliedern der hnRNP Familie (heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins).  
Proteine der SR Familie besitzen eine oder zwei N-terminale RNA recognition motifs (RRM) sowie die 
namensgebende RS Domäne, eine Folge von Arginin/Serin-Dipeptiden am C-Terminus. Zu den kanonischen  
SR Proteinen zählen die 12 Mitglieder SRSF1-12. Sie sind hauptsächlich am konstitutiven und alternativen 
Spleißen beteiligt, aber sie üben auch weitere Funktionen im RNA Metabolismus aus und sind auch an der 
Transkription, am mRNA Export und der Translation beteiligt. Die dynamische Phosphorylierung an Serinresten 
in der RS-Domäne ist dabei die Grundlage für ihre Aktivität30. 
Eine weitere Familie von Spleißfaktoren sind die hnRNPs. Diese funktionell heterogene Gruppe von Proteinen ist 
gekennzeichnet durch eine oder mehrere RRM-Domänen oder eine K Homology (KH)-type RNA bindende 
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Domäne31. Außerdem können sie weitere Domänen wie RGG-Boxen (Wiederholungen des Tripeptids Arg-Gly-
Gly), Glycin-reiche, saure- oder Prolin-reiche Domänen enthalten. Viele hnRNPs pendeln zwischen Nukleus und 
Zytoplasma, um ihre vielfältigen Funktionen auszuüben32. Neben ihrer Funktion beim Spleißen beteiligen sie sich 
auch an der Transkription33, der mRNA Stabilität34, dem mRNA Export35 und der Translation36. 
SR Proteine sind sowohl am konstitutiven als auch am alternativen Spleißen beteiligt. Beim konstitutiven 
Spleißen begünstigen SR Proteine den Spleißprozess, indem sie die Erkennung der Spleißstellen erleichtern und 
Komponenten des Spleißosoms an die prä-mRNA rekrutieren, dazu zählt beispielsweise die Rekrutierung des  
U1 snRNPs an die 5’ SS. Ihre Funktion im alternativen Spleißen üben sie durch die Interaktion mit Silencer oder 
Enhancer Elementen der prä-mRNA aus, dabei findet eine positionsabhängige Regulation statt. Bei Bindung im 
Exon aktivieren sie das Spleißen, während sie als Silencer agieren, wenn die Bindung im Intron stattfindet. 
hnRNPs hingegen zeigen eine gegenläufige Regulation und üben einen negativen Einfluss auf den Spleißprozess 
aus, wenn sie innerhalb des Exons binden, und agieren als Enhancer, bei Bindung im Intron37.  
Die Entscheidung, ob ein Exon gespleißt wird oder nicht, hängt nicht nur von einem Spleißfaktor ab, sondern wird 
in einer kombinatorischen Weise entschieden, dazu zählt auch das Vorhandensein verschiedener Spleißfaktoren 
zum gegebenen Zeitpunkt. Die Inhibierung des Spleißprozesses kann auf vielseitige Weise erfolgen. Ein Weg ist 
die Inhibition der Anlagerung des Spleißosoms oder positiver Regulatoren durch sterische Hinderung. Weitere 
Möglichkeiten sind die Multimerisierung von Spleißfaktoren entlang von Exons, die dadurch ebenfalls die 
Bindung weiterer Faktoren beeinflussen. Bei dem sogenannten „Looping Out“ Mechanismus, bei dem zwei 
intronisch gebundene Spleißfaktoren miteinander interagieren, wird das dazwischenliegende Exon 
ausgeschlossen und die Spleißstellen der umliegenden Exons in räumliche Nähe gebracht38. 
2.3.2 Alternatives Spleißen und NMD 
AS dient nicht nur zur Erhöhung der Proteindiversität, sondern kann auch genutzt werden, um die Proteinmenge 
zu reduzieren. Die gebildete mRNA wird dabei nicht translatiert, sondern in dem nonsense mediated decay, kurz 
NMD abgebaut39. NMD ist ein RNA-Überwachungsmechanismus, der mRNAs mit einem vorzeitigen 
Terminationssignal (PTC, premature termination codon) abbaut, um verkürzte oder fehlerhafte Proteine zu 
vermeiden40. PTCs können durch Mutationen auf DNA-Ebene entstehen oder durch Fehler bei der Transkription 
oder der prä-mRNA Prozessierung. Auch natürliche Terminationssignale können als vorzeitig erkannt werden, 
wenn sie >50-55 nt aufwärts eines Exon-Junction-Komplexes liegen41. Bei dem Exon-Junction-Komplex handelt 
es sich um einen Proteinkomplex, der nach dem Spleißen ca. 20 nt stromaufwärts der Exon-Exon-Grenze auf der 
mRNA gebunden bleibt, demnach können Exons im 3’ UTR die mRNA für den NMD markieren. In der ersten 
Runde der Translation wird am Terminationssignal durch die Interaktion von Ribosom assoziierten Proteinen mit 
Proteinen des Exon-Junction-Komplexes entschieden, ob die mRNA degradiert wird. Als wichtigste Faktoren sind 
dabei UPF (up-frameshift) Proteine zu nennen40. Der Mechanismus wird außerdem genutzt, um durch AS PTCs in 
die mRNAs einzubringen, die dann degradiert werden, der Vorgang wird als AS-NMD bezeichnet. Somit wird eine 
quantitative posttranskriptionelle Regulation ermöglicht42.  
Nach diesen Regeln würden 1/3 aller humanen alternativen mRNA Isoformen in der RefSeq Datenbank Ziele für 
den NMD darstellen43. Jedoch konnte diese Zahl durch genomweite Analysen nach einem UPF1 knockdown 





widerlegt werden44 45. Auch wenn der Mechanismus nicht so weit verbreitet ist, wie ursprünglich angenommen, 
gibt es einige Proteinfamilien, die den AS-NMD nutzen, um die eigene Expression kontrollieren zu können. Dazu 
zählen vor allem Proteine der SR und hnRNP Familien46,47.  
Das PTC kann dabei auf unterschiedliche Weise in die mRNA eingebracht werden. Entweder enthalten die mRNAs 
ein sogenanntes poison Exon (z.B. SRSF3 und hnRNP L), welches bei Beibehalten oder bei Herausspleißen des 
Exons ein Stopcodon in die mRNA einführt. Auch ein alternatives Exon im 3’ UTR (z.B. hnRNP D oder SRSF2), kann 
die mRNA durch den zusätzlichen Exon-Junction-Komplex hinter dem natürlichen Stopcodon für den NMD 
markieren41. Oft sind diese NMD-Spleißereignisse in SR Proteinen und hnRNPs an ultrakonservierte Elemente 
gekoppelt. Dabei handelt es sich um genomische Sequenzen, die länger als 200 bp sind und in den Organismen 
Mensch, Maus und Ratte zu 100% konserviert sind48. AS-NMD wird dabei als ein Mechanismus zur Homöostase 
der Spleißfaktoren genutzt46,48. Außerdem wurde gezeigt, dass diese Proteine oft in einem autoregulatorischen 
negativen feedback loop das Spleißen der eigenen prä-mRNA regulieren, um dadurch die Proteinmenge zu 
reduzieren. Dazu zählen beispielsweise SRSF249, SRSF750, SRSF351, Tra2β52, hnRNP D53 und hnRNP A2/B154. Auch 
Crossregulationen zwischen verwandten Mitgliedern wie PTB/nPTB und hnRNP L/hnRNP LL sind üblich und 
führen zu einer reziproken Expression der Proteine55,56. 
2.3.3 Alternatives Spleißen bei Krankheiten und Krebs 
Fehler beim Spleißen sind oft Ursache von Krankheiten und sind am Fortschreiten von Krebserkrankungen 
beteiligt57,58. Mindestens 15% aller menschlichen Krankheiten sollen auf fehlreguliertem Spleißen aufgrund von 
Punktmutationen in den Konsensussequenzen der Spleißstellen herrühren. Es wird geschätzt, dass bis zu 50% 
der krankheitsauslösenden Mutationen in Exons das Spleißen beeinträchtigen59. Durch Mutationen kommt es 
zum Auslassen von Exons oder es werden vorzeitige Stopcodons in die mRNA eingeführt, was zu nicht-
funktionalen Proteinen oder einer fehlenden Expression führt. Krankheiten, die durch aberrantes Spleißen 
entstehen, sind die zystische Fibrose oder Alzheimer58,60. 
Ein weiteres Beispiel ist die spinale Muskelatrophie, eine neurodegenerative Erkrankung, bei deren Verlauf es zu 
einem Verlust von Alpha-Motoneuronen im Rückenmark kommt. Eine stille Mutation in einem ESE führt zu dem 
Ausschluss von Exon 7 in der SMN2 mRNA. Dadurch wird kein funktionales SMN (survival motor neuron) Protein 
mehr gebildet61. Als Therapie wurden Antisense Oligonukleotide (ASOs) entwickelt, die ein abwärts gelegenes 
ISS maskieren und dadurch den Einschluss von Exon 7 fördern, was die Menge an SMN erhöht62. ASOs sind 
Oligonukleotide, die an ausgewählten Stellen mit der prä-mRNA durch Basenpaarung interagieren und dadurch 
das Spleißverhalten beeinflussen63. 
Aberrante Spleißereignisse fördern auch die Proliferation von Tumorzellen, oder sie vermitteln Therapie-
Resistenz. Oft sind solche Ereignisse auch mit der deregulierten Expression von Spleißfaktoren verbunden. 
Spleißfaktoren regulieren das Spleißen vieler Gene und können das Gleichgewicht der produzierten mRNA 
Isoformen verschieben, wenn sie zu hoch oder zu niedrig exprimiert sind. Ein Beispiel ist der Spleißfaktor SRSF1, 
der in vielen Krebsarten wie Lungen-, Brust oder Darmkrebs überexprimiert wird64. Diese Überexpression 
entsteht durch eine MYC abhängige, transkriptionelle Aktivierung oder eine Runterregulierung des 
unproduktiven Spleißens im AS-NMD. SRSF1 fördert die Bildung von anti-apoptotischen Spleißvarianten 





verschiedener Apoptose Regulatoren wie BIM (BCL2-like 11 protein) und BCL2L1 (B-cell lymphoma-2 Like-1). Die 
Hochregulierung von SRSF1 selbst kann durch den Spleißfaktor Sam68 erfolgen, der den Abbau von SRSF1 im  
AS-NMD-Mechanismus reprimiert. Das AS ist dabei abhängig von dem Phosphorylierungsstatus von Sam68, der 
wiederum durch den ERK 1/2 Weg reguliert wird. Dadurch sind extrazelluläre Signale direkt mit aberrantem 
Spleißen in Krebs verbunden65. Dieses Beispiel zeigt, dass ein fehlregulierter Spleißfaktor nicht nur die eigenen 
Zielgene beeinflussen kann, sondern durch Crossregulation auch die weiteren Spleißfaktoren beeinflusst werden 
können. Durch die Analyse dieser Regulationsmechanismen kann auch ein besseres Verständnis für das 
Fortschreiten von Krebserkrankungen entstehen. 
2.3.4 hnRNP DL 
Merkmale und Charakterisierung 
Bei hnRNP DL (auch JKTBP1) handelt es sich um ein Mitglied der hnRNP Familie. Es besitzt zwei RRM-Domänen 
sowie eine Glycin- und Tyrosin-reiche Domäne am C-Terminus und ist ubiquitär exprimiert66,67. Benannt wurde 
es nach dem gut charakterisierten hnRNP D (auch AUF1), mit dem es eine 74%ige aa-Identität der RNA bindenden 
Domänen aufweist67. Außerdem ist die Struktur der Exon-Anordnung sehr ähnlich (Abb. 2.6). Beide Gene weisen 
außerdem ein Kassettenexon in ihrem 3’ UTR auf, Exon 8 in hnRNP DL und Exon 9 in hnRNP D. Durch zwei 
unterschiedliche Transkriptionsstarts entstehen zwei Proteinisoformen, eine mit kurzem N-Terminus (hnRNP DL, 
siehe Pfeil in Abb. 2.6), eine mit langem N-Terminus. Eine dritte Isoform enthält den kurzen N-Terminus, aber 
kein Exon 6. Alle Isoformen sind im Nukleus lokalisiert, hnRNP DL und hnRNP DL∆6 können zwischen Nukleus 




Abbildung 2.6 Schematische Übersicht über die Organisation von hnRNP DL und hnRNP D 
Gezeigt sind die beiden verwandten Proteine hnRNP DL und hnRNP D. Der jeweils obere Teil zeigt die Proteinstruktur, im 
unteren Teil sind die Exons abgebildet. Beide Gene enthalten ein alternatives Exon im 3’ UTR, Exon 8 in hnRNP DL (blau) und 
Exon 9 in hnRNP D (rot). Weitere alternative Exons sind Exon 6 in hnRNP DL sowie Exon 2 und Exon 7 in hnRNP D. Dunkelgrau 
sind die RNA bindenden Domänen (RBD), die GY-reiche Region ist in hellgrau gezeigt, schwarze Boxen innerhalb kennzeichnen 
5-6 Glutamine (6x Q), RGG und YGG Tripeptide. Der Pfeil in hnRNP DL zeigt den Translationsstart der 301 aa langen Isoform 
(hnRNP DL) innerhalb der gezeigten 420 aa langen Isoform. Abbildung verändert nach67. 
 








































hnRNP DL wird überexprimiert in Prostatakrebs und chronischer myeloischer Leukämie und fördert die 
Proliferation dieser Tumorzellen69,70. Kürzlich wurden zwei Punktmutation innerhalb der Glycin-reichen Domäne 
(Exon 6) mit der Krankheit Gliedergürteldystrophie (limb girdle muscular dystrophy) assoziiert71. Bei 
Gliedergürteldystrophie handelt es sich um eine erbliche Muskelerkrankung, bei der Lähmungen der Muskulatur 
des Schulter- und Beckengürtels auftreten. Beide Punktmutationen betreffen dasselbe Nukleotid und führen 
jeweils zu einem aa-Austausch D378N bzw. D378H.  
Zielgene und Bindepräferenzen von hnRNP DL 
Bisher wurde erst ein endogenes Ziel von hnRNP DL bestätigt. Durch Reboll et al. wurde hnRNP DL als Enhancer 
der IRES abhängigen Translation der NF-κB-repressing factor (NKRF)-mRNA identifiziert72. Außerdem wurde 
gezeigt, dass hnRNP DL im 3’ UTR der NKRF mRNA bindet und dadurch ihre Stabilität erhöht73. NKRF ist ein 
Transkriptionsfaktor, der die basale Transkription verschiedener Zytokin-Gene wie Interferon-β, Interleukin-8 
oder der induzierbaren Stickoxid-Synthase inhibiert74-76. 
Im Zusammenhang mit AS wurde ein Einfluss von hnRNP DL auf das humane Papillomvirus Typ 16 (HPV-16) 
gezeigt. HPV ist eine der häufigsten durch Geschlechtsverkehr übertragenen Infektionen. Bei Typ 16 handelt es 
sich um einen Hochrisikotypen, der mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Zervixkarzinom induziert77. hnRNP DL 
bindet an ein ESS, welches die Bindesequenz AUAGUA enthält, und verhindert dadurch die Benutzung der 5’ SS, 
wodurch die Produktion des late gene L1 reduziert wird78. Diese Inhibierung könnte HPV-16 helfen, sich vor dem 
Immunsystem zu verstecken, und damit eine langanhaltende Infektion mit erhöhtem Krebsrisiko ermöglichen.  
Im Zusammenhang mit einer transkriptionellen Regulation wurde hnRNP DL in Mauszellen bei der 
Muskeldifferenzierung identifiziert. Maus und humanes hnRNP DL unterscheiden sich lediglich durch 1 aa 
innerhalb der GY-reichen Region (human: T216, Maus: A216)79. Durch eine 10fache Induktion von hnRNP DL in 
Myotuben wird die Expression von COX Vb (Cytochrom C Oxidase Vb) aktiviert, dabei findet am Promotor von 
COX Vb ein Umschalten verschiedener Proteinfaktoren statt. Während in Myoblasten ZBP-89 und YY-1 die 
Transkription von COX Vb reprimieren, wird in Myotuben YY1 durch hnRNP DL ersetzt, wodurch die Transkription 
erhöht wird80.  
Um die Bindepräferenz von hnRNP DL zu untersuchen, gibt es einige in vitro basierte Studien. Durch SPR 
Experimente von Wang et al. wurde eine bevorzugte Bindung an die Sequenz AGUAGG gezeigt81. In einer in vitro 
Selektion mit 20 nt langen randomisierten Sequenzen wurde die spezifische Bindesequenz ACUAGC gefunden82. 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass hnRNP DL an PolyG und PolyA sowie einzel- und doppelsträngige DNA 
bindet66.  
Diese identifizierten Bindesequenzen zeigen keine übereinstimmende Bindepräferenz für hnRNP DL. Auch bei 
einem Vergleich der Sequenzen mit den bekannten Präferenzen von hnRNP D wird keine Übereinstimmung 
gefunden. HnRNP D ist bekannt dafür an AU-reiche Elemente im 3’ UTR zu binden und destabilisiert dadurch die 
Ziel-mRNAs83.  





hnRNP DL unter Hypoxie 
hnRNP DL enthält ein Kassettenexon (Exon 8) im 3’ UTR. Ein Anstieg der Isoform mit Exon 8 wurde in HUVECs 
nach einer Behandlung mit CoCl2 als Hypoxie-Mimik festgestellt84. Im Rahmen meiner Diplomarbeit konnte ich 
diesen Anstieg ebenfalls unter hypoxischen Bedingungen (1% O2) in HUVEC bestätigen (Abb. 2.7 B). Ich konnte 
zeigen, dass diese Isoform ein Ziel für den Abbau im NMD-Mechanismus darstellt und dadurch zu einer 
reduzierten Proteinmenge führt85. Dazu wurden die Endothelzellen zum einen mit dem Translationsinhibitor 
Cycloheximid behandelt, zum anderen wurde ein transienter knockdown des NMD-Faktors UPF1 durchgeführt. 
Nach beiden Behandlungen steigt Isoform 8/9, während Isoform 7/9 unverändert bleibt (Abb. 2.7 D und E). Durch 
den Abbau der mRNA für Isoform 8/9, reduziert sich die Proteinmenge von hnRNP DL unter Hypoxie  
(Abb. 2.7 C). 
 
 
Abbildung 2.7 Alternatives Spleißen von hnRNP DL in HUVEC unter Hypoxie 
A Schematische Darstellung der Genorganisation von hnRNP DL. Große Boxen sind kodierende Exons, kleine Boxen sind 
nichtkodierende Exons, Striche sind Introns, das Kassettenexon im 3’ UTR ist blau dargestellt. B RT-PCR von hnRNP DL in 
HUVECs unter Normoxie (N) und Hypoxie (H). Die Lage der Oligonukleotide ist in Abbildung A angegeben. M = DNA-
Größenmarker in bp. C Western Blot von hnRNP DL (DL) in HUVECs unter Normoxie (N) und Hypoxie (H), β-Aktin wurde als 
Ladekontrolle verwendet. Größenangabe in kDa. D RT-PCR von hnRNP DL nach Cycloheximid-Behandlung (CHX) für 8 h mit 
den angegebenen Konzentrationen bei Normoxie (N) und Hypoxie (H). Die Lage der Oligonukleotide ist in Abbildung A 
angegeben. M = DNA-Größenmarker in bp. E qPCR nach transientem UPF1 knockdown in HUVEC. Quantifizierung der  
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2.4 Alternatives Spleißen unter Hypoxie 
Es ist bereits für einige Gene und in verschiedensten Zelltypen gezeigt worden, dass Hypoxie das Transkriptom 
durch eine Änderung des alternativen Spleißens moduliert86-88. Jedoch ist bisher der Einfluss der Spleißregulation 
auf die Gen- oder Zellfunktion noch kaum untersucht.  
Ein Beispiel ist die HIF-gesteuerte Induktion von SF3B1 (splice factor 3B subunit 1), einem konstitutiven 
Bestandteil des Spleißosoms, die zum AS der Ketohexokinase in Kardiomyozyten führt. Dadurch wird der Fructose 
Metabolismus gesteigert, was wiederum zu pathologischem kardialem Wachstum beiträgt89. 
Bisher gibt es nur drei genomweite Studien, die AS unter Hypoxie untersucht haben. Die Studien haben das AS 
in Hepatomzellen, mesenchymalen Stammzellen und Endothelzellen untersucht90-92. Außerdem wurde eine 
weitere Studie in HUVECs mit CoCl2 als Hypoxie-Mimik durchgeführt84. Innerhalb der Studien gibt es nur geringe 
Überschneidungen. Bei einem Vergleich zwischen der Studie in HUVEC unter Hypoxie92 und mesenchymalen 
Stammzellen91 wurden nur 3 Gene identifiziert, die sowohl auf Expressions- als auch auf Ebene des AS gleich 
reguliert sind. Dies spricht für eine sehr spezifische und Zelltyp abhängige Regulation des AS unter Hypoxie.  
In der Analyse von Endothelzellen unter Hypoxie wurden neun Gene identifiziert, die alternativ gespleißt werden. 
Sechs der Gene sind beteiligt an der Angiogenese vermittelten Remodellierung des Zytoskeletts, ein Gen ist 
beteiligt an der Synthese von Membran-Ankern und zwei Gene sind als universelle Regulatoren an der 
Genexpression beteiligt92. Eins dieser Gene ist der Transkriptionsfaktor MAX (MYC associated factor X), der im 
folgenden Abschnitt 2.5 vorgestellt wird. 
 
2.5 MAX (MYC associated factor X) 
Merkmale und Charakterisierung 
MAX ist ein ubiquitär exprimierter Transkriptionsfaktor und das zentrale Mitglied in einem Netzwerk von 
Transkriptionsfaktoren, die an der Regulation von Apoptose, Zelldifferenzierung, Proliferation und 
Transformation beteiligt sind. MAX bildet zum einen Heterodimere mit den MYC Onkoproteinen (c-MYC, L-MYC, 
N-MYC), wodurch die Zellproliferation aktiviert wird, zum anderen mit verschiedenen MYC Antagonisten  
(MXD1-4, MNT, MGA), welche zur Differenzierung beitragen und die Proliferation inhibieren (Abb. 2.8)93.  
 






Abbildung 2.8 Schema des MYC/MAX/MXD Netzwerks 
Gezeigt sind einige Mitglieder des Transkriptionsfaktor-Netzwerks und ihrer Heteroodimerisations-Partner (Interaktion ist 
gezeigt durch die doppelseitigen Pfeile). Der grüne Pfeil bedeutet Aktivierung der Transkription, die roten Linien bedeuten 
Repression der Transkription. E-Box = Enhancer Box. Abbildung verändert nach93. 
 
Außerdem kann MAX Homodimere bilden, jedoch ist nicht klar, ob die Homodimerisierung in vivo stattfindet und 
die Funktion von MAX beeinflusst94. Alle Mitglieder des Netzwerks kodieren eine basische Helix-Loop-Helix 
Leucin-Zipper Domäne (bHLH-LZ) für die DNA-Bindung und zur Dimerisierung. Die unterschiedlichen MAX 
Komplexe konkurrieren um dasselbe DNA Motiv (E-Box) in der Promotorregion zahlreicher Zielgene. MAX/MYC 
Komplexe aktivieren die Genexpression der Zielgene durch Histon-Modifikationen und erhöhte Transkriptions-
Elongation, während MAX/MXD Komplexe die Genexpression reprimieren. Die Expression des Onkogens MYC ist 
in vielen Krebsarten dereguliert93. Auch Mutationen in MAX wurden assoziiert mit Phäochromozytom und 
kleinzelligem Lungenkrebs95,96. 
MAX Isoformen 
MYC Proteine sind sehr kurzlebig (~15-20 min) und sind auf transkriptioneller und posttranskriptioneller Ebene 
reguliert97. Im Gegensatz dazu ist MAX sehr stabil (> 24 h) und uneingeschränkt exprimiert und es gibt nur wenige 
Beispiele der posttranskriptionellen Regulation98. Zwei miRNAs (miR-22 und miR-193b) regulieren die Expression 
von MAX herunter und inhibieren dadurch das Fortschreiten des Zellzyklus in normalen und Krebszellen99-101. 
Durch alternatives Spleißen von Exon 2 entstehen ein langes (p22) und ein kurzes (p21) Protein, die sich durch 
eine 9 aa lange Insertion am N-Terminus und ihre Tendenz zur Homodimerisierung unterscheiden (Abb. 2.9)102. 
Außerdem wurden zwei weitere mRNA Isoformen identifiziert, die verkürzte C-terminale Varianten  
kodieren103,104. Diese werden entweder durch ein beibehaltenes Intron (Isoform E) oder durch Inklusion eines 
Kassettenexons (Isoform C) gebildet (Abb. 2.9). Beide Isoformen (C und E) verstärken die transformierende 





















Abbildung 2.9 Übersicht der MAX Isoformen 
Im unteren Teil der Abbildung ist die Genstruktur von MAX gezeigt. Konstitutive Exons sind in grau dargestellt, das alternative 
Exon 2 in weiß. Die Isoformen mit verändertem C-Terminus entstehen durch beibehalten von Intron 4 (orange) für Isoform E 
oder durch Inklusion des Kassettenexons in Intron 4 (blau) für Isoform C. Introns sind als Striche dargestellt. Im oberen Teil 
ist die Proteinorganisation gezeigt. b = basische Region, HLH = Helix-Loop-Helix-Motiv, LZ = Leucin-Zipper, A = Region mit 
sauren aa, B = Region mit basischen aa, auch NLS.  
 
MAX unter Hypoxie 
Unter Hypoxie ist die Expression von MYC durch reduzierte Translationseffizienz und Destabilisierung des 
Proteins verringert105. Gleichzeitig werden die MAX/MYC Komplexe an den Promotorbindestellen durch die 
Hochregulierung des Antagonists MXD2 ausgetauscht106. Eine Änderung von MAX Isoform E wurde unter Hypoxie 

























2.6 Zielsetzung dieser Arbeit 
Hypoxie spielt eine bedeutende Rolle bei vielen pathologischen Prozessen wie vaskulären Erkrankungen oder 
auch Tumoren. Während die transkriptionelle Anpassung schon intensiv untersucht wurde, wurde der 
posttranskriptionellen Regulation bisher wenig Beachtung geschenkt. Insbesondere das AS eröffnet eine 
Möglichkeit der schnellen und sehr spezifischen Anpassung an hypoxische Bedingungen. Deshalb habe ich zwei 
Gene, die bereits im Zusammenhang mit Hypoxie in Endothelzellen identifiziert wurden, in meiner Arbeit näher 
untersucht. 
In einer genomweiten Studie in Endothelzellen unter Hypoxie wurden neun Gene identifiziert, die ein 
verändertes Spleißmuster aufweisen. Eines davon ist der MYC assoziierte Faktor X (MAX), ein ubiquitär 
exprimierter Transkriptionsfaktor in einem Netzwerk, das die Proliferation und Zelldifferenzierung reguliert. 
Deshalb sollte untersucht werden, welche Funktion die Induktion der alternativen Isoform E unter Hypoxie 
erfüllt. Dazu sollten die Isoformen auf mRNA- und Proteinebene charakterisiert und anschließend die 
Auswirkungen auf die MYC/MAX Zielgene durch geänderte MAX Expression untersucht werden. 
Durch neuere Studien wurde gezeigt, dass deregulierte Spleißfaktoren zum Fortschreiten von Tumoren beitragen 
können. Um die Regulation solcher Proteine besser zu verstehen, sollte im zweiten Teil dieser Arbeit das AS des 
RNA bindenden Proteins hnRNP DL charakterisiert werden. Es wurde bereits gezeigt, dass unter Hypoxie eine 
unproduktive mRNA Isoform induziert wird, die zu einer geringeren Proteinmenge in Endothelzellen führt. 
Deshalb sollte überprüft werden, welche Auswirkungen auf die Proliferation sich durch reduzierte Mengen von 
hnRNP DL in HUVEC ergeben. Außerdem sollte untersucht werden, ob auch hnRNP DL das eigene Spleißen in 
einem negativen feedback loop reguliert, wie es bereits für Mitglieder der SR und hnRNP Familien gezeigt wurde. 
Auch eine Crossregulation mit dem nah verwandten Protein hnRNP D sollte überprüft werden. 
  






Der Ergebnisteil gliedert sich in zwei Abschnitte (Kapitel 3.1 und 3.2). Im ersten Teil wird das alternative Spleißen 
von MAX unter Hypoxie beschrieben. Es werden zwei Isoformen analysiert, die unter Hypoxie induziert werden. 
Außerdem wird gezeigt, dass es sich in beiden Fällen um unproduktive Isoformen handelt, die zu keinem 
funktionalen Protein führen, sondern vielmehr dazu dienen, die Menge des Wildtyps unter Hypoxie zu regulieren.  
Im zweiten Teil wird die Regulation des RNA bindenden Proteins hnRNP DL näher untersucht. hnRNP DL wird 
ebenfalls unter Hypoxie alternativ gespleißt. Außerdem reguliert das Protein das Spleißen der eigenen prä-mRNA 
in einem negativen feedback loop und es erfolgt eine Crossregulation mit dem nah verwandten hnRNP D. 
 
3.1 Alternatives Spleißen von MAX unter Hypoxie 
3.1.1 Hypoxie induziert den Anstieg zweier MAX Isoformen 
Das alternative Spleißen in Endothelzellen (HUVEC) wurde unter normalen und sauerstoffarmen Bedingungen 
(Hypoxie) untersucht. Dazu wurde ein Exon Array durchgeführt und insgesamt neun Gene identifiziert, die ein 
verändertes Spleißmuster unter Hypoxie aufweisen92. MAX ist eines dieser Gene und wurde im Folgenden näher 
untersucht. 
Struktur der identifizierten MAX Isoformen 
Es wurden zwei mRNA Isoformen (C und E) identifiziert, die beide unter Hypoxie induziert werden. Einen 
Überblick über die Organisation des MAX Gens gibt Abbildung 3.1. Die identifizierten Isoformen unterscheiden 
sich ausschließlich an ihrem 3’ Ende von der Wildtyp Sequenz. Der Wildtyp selbst besteht aus 160 aa und wird 
durch 5 Exons (Exon 1-5) kodiert. Dabei gibt es den Wildtyp in zwei Varianten, mit und ohne Exon 2 (p22 und 
p21). Das alternative Exon 2 kodiert für 9 aa direkt vor dem basischen Helix-Loop-Helix-Motiv (bHLH, aa 13-21) 
und ist in der höher exprimierten Form in HUVECs nicht vorhanden. Deshalb wurden alle weiteren Experimente 
mit der kürzeren Wildtyp Variante ohne Exon 2 durchgeführt. Zum besseren Verständnis wurde die 
Nummerierung des Volllängenproteins (aa 1-160) beibehalten. Der Wildtyp kodiert für eine basische Helix-Loop-
Helix-Struktur (aa 22-74) sowie einen Leucin-Zipper (LZ, aa 75-103). Weiterhin ist am C-Terminus des Wildtyps 
eine Region saurer aa (A, aa 135-148) gefolgt von einer Region basischer aa (B, aa 149-156) kodiert. Die basische 
Region dient auch als Kernlokalisationssequenz (NLS).  
 






Abbildung 3.1 Übersicht der MAX Isoformen 
Übersicht der MAX Isoformen in HUVECs. Isoform C enthält ein Kassettenexon (blau) in Intron 4. Durch die Benutzung von 
zwei unterschiedlichen 5’ Spleißstellen kommt das Exon in zwei Längen vor (hell- bzw. dunkelblau). In Isoform E wird Intron 
4 beibehalten (orange). Exons sind als graue/weiße Kästchen dargestellt, Introns als Striche. Die Pfeile zeigen die Lokalisation 
der Oligonukleotide für RT- und qPCR in Abbildung 3.3 an. b = basische Region, HLH = Helix-Loop-Helix-Motiv, LZ = Leucin-
Zipper, A = Region mit sauren aa, B = Region mit basischen aa, auch NLS.  
 
Alle Isoformen teilen die Exons 1-4 und haben damit eine identische aa-Sequenz für die ersten 98 aa. Sie 
unterscheiden sich ausschließlich am 3’ Ende bzw. auf Proteinebene durch einen veränderten C-Terminus vom 
Wildtyp. Dies wird bei Isoform E durch ein beibehaltenes Intron 4 erreicht, während die mRNA von Isoform C ein 
Kassettenexon in Intron 4 beibehält. In Isoform E wird durch das beibehaltene Intron eine 36 aa lange Sequenz 
angefügt. Bei Isoform C werden 5 andere aa angehängt. Durch die veränderten C-Termini wird der Leucin-Zipper 
verkürzt, da das letzte Leucin (Position 102) nicht mehr enthalten ist. Außerdem sollte den Isoformen C und E 
eine NLS fehlen, sodass die kodierten Proteine im Zytoplasma verbleiben.  
Die Sequenzen der Spleißstellen sind in Abbildung 3.2 gezeigt. Für Isoform C werden zwei verschiedene  
5’ Spleißstellen verwendet, wodurch das Exon in zwei unterschiedlichen Längen (C1 und C2) vorkommt. Im 
unteren Teil der Abbildung sind die Isoform spezifischen aa gezeigt. 
 
 






Abbildung 3.2 Übersicht der verschiedenen MAX mRNA Isoformen 
Der Wildtyp ist in grau gezeigt, Isoform E in orange. In Blau sind die Isoformen C1 und C2 gezeigt, die ein Kassettenexon mit 
unterschiedlicher 5’ Spleißstelle enthalten. Im unteren Teil der Abbildung sind die aa-Sequenzen der unterschiedlichen  
C-Termini gezeigt. 
 
Isoform C und E werden durch Hypoxie induziert 
HUVECs wurden in 6 cm Schalen ausgesät, sodass sie zum Zeitpunkt der Induktion zu 100% konfluent waren. 
Anschließend erfolgte die Inkubation entweder bei Normoxie (21% O2) oder bei Hypoxie (1% O2) für jeweils  
48 h. Die Gesamt-RNA wurde isoliert und mit Hilfe der MuLV in cDNA umgeschrieben. Die weiteren Analysen 
erfolgten durch RT-PCR und qPCR. 
Die mRNA Isoformen wurden mit Isoform spezifischen Oligonukleotidpaaren quantifiziert und dabei ein 3facher 
Anstieg für Isoform E und ein 6facher Anstieg für Isoform C unter Hypoxie festgestellt (Abb. 3.3 A). Für jede 
Isoform wurden spezifische Oligonukleotide verwendet. Diese wurden so gewählt, dass das vorwärts gerichtete 
Oligonukleotid die Exon-Exon-Grenze überspannt (Wildtyp und Isoform C). Für Isoform E wurden Sequenzen 
innerhalb des Introns verwendet, die weder im Wildtyp noch in Isoform C vorkommen. Bei diesen 
Oligonukleotiden kann in der qPCR nicht zwischen amplifizierter gDNA und mRNA bzw. cDNA unterschieden 
werden. Deshalb wurden parallel Kontrollen mitgeführt, bei denen die RNA als Templat eingesetzt wurde, um 
somit Verunreinigungen der Proben mit gDNA auszuschließen. Um die Spezifität der einzelnen 
Oligonukleotidpaare zu gewährleisten, wurden zunächst alle Fragmente in das pJET Plasmid kloniert und dann 
eine qPCR mit der richtigen und der zu diskriminierenden Isoform durchgeführt. Daraus konnte die Spezifität 
abgeleitet werden. Das Oligonukleotidpaar für den Wildtyp erkennt die eigene Isoform 700fach besser als 
Isoform C (C1 und C2). Die Oligonukleotide für Isoform C (C1 und C2) erkennen die eigene Isoform 800fach besser 
als den Wildtyp und alle Oligonukleotidpaare erkennen die eigene mRNA 80fach besser als Isoform E. 
Durch das veränderte Spleißen zugunsten der Isoformen C und E unter Hypoxie, nimmt die mRNA Menge für den 
Wildtyp ab (Abb. 3.3 B). Die Gesamtmenge der MAX mRNA wurde in dem konstanten Bereich mit 






C-Terminus:   
exon 4
36 aa...98 aa 62 aa5 aa






die ersten 98 aa sind identisch






Abbildung 3.3 Induzierte Isoformen von MAX unter Hypoxie 
A MAX mRNA Isoformen C und E werden durch Hypoxie induziert. Links: Quantifizierung von Isoform C und E unter Normoxie 
oder Hypoxie aus HUVEC in einer qPCR. Für Isoform E wurden zwei Oligonukleotidpaare stromauf- und -abwärts des 
Kassettenexons verwendet, um die vollständige Retention von Intron 4 zu prüfen. Die Werte wurden auf die MAX Gesamt-
mRNA-Menge bezogen. n=3, ** p-Wert < 0,01. Rechts: RT-PCR derselben Proben für Isoform C und E. Für Isoform C (C1 und 
C2) wurden 8 Zyklen mehr als für Isoform E (E1 und E2) in der PCR durchgeführt um die Fragmente visualisieren zu können. 
Als Referenzgen wurde RPLP0 (P0) verwendet. N = Normoxie, H = Hypoxie, M = Größenstandard in bp. B Links: qPCR 
Quantifizierung der Gesamtmenge der MAX mRNA in HUVEC bei Normoxie und Hypoxie. Oligonukleotide liegen im 
konstanten Bereich (Exon 3-4). Die Werte wurden auf das Referenzgen RPLP0 normalisiert. n = 5. Rechts: qPCR 
Quantifizierung des MAX Wildtyps (WT) in HUVEC bei Normoxie und Hypoxie. Das vorwärts gerichtete Oligonukleotid erkennt 
die Exon-Exon-Grenze der Exons 4-5, die spezifisch für den Wildtyp ist. Die Werte wurden auf die MAX Gesamt-mRNA-Menge 
normiert. n = 5, * p-Wert < 0,05. 
 
Intron 4 wird komplett beibehalten 
Zur genaueren Charakterisierung der identifizierten mRNA Isoformen wurde überprüft, ob Intron 4 komplett 
beibehalten wird (Isoform E) oder ob es weitere Isoformen gibt, in denen das Intron nur partiell enthalten ist und 
beispielsweise die Spleißstellen des alternativen Kassettenexons verwendet werden.  
Dazu wurde cDNA aus HUVECs verwendet, die für 48 h bei Normoxie bzw. Hypoxie inkubiert wurden. Die 
Oligonukleotide wurden so gewählt, dass festgestellt werden kann, ob sowohl der Bereich stromaufwärts als 
auch der Bereich stromabwärts von dem Kassettenexon auf der mRNA vorhanden sind. Zwei Oligonukleotidpaare 


























(Abb. 3.4). In der RT-PCR sieht man, dass beide intronischen Bereiche simultan in der mRNA vorkommen  
(Isoform E, orange markiert), während nur ein sehr geringer Teil ausschließlich stromauf- oder -abwärts 
Sequenzen enthält (grau markiert). Es ist anzumerken, dass eine Amplifikation von Exon 4 bis Exon 5 aufgrund 




Abbildung 3.4 Intron 4 wird komplett beibehalten 
RT-PCR der MAX Isoformen, die Intron 4 beibehalten in HUVECs. Die Oligonukleotidpaare (P1 und P2) sind im oberen Schema 
als Pfeile gezeigt. Grau ist die Wildtyp-Sequenz, orange das beibehaltene Intron 4, blau das Kassettenexon von Isoform C. Das 
Referenzgen RPLP0 (P0) ist als Ladekontrolle gezeigt. N = Normoxie, H = Hypoxie. M = Größenstandard in bp. 
 
3.1.2 MAX Isoform C wird durch den NMD-Mechanismus degradiert 
Isoform C zeichnet sich durch ein Kassettenexon am 3’ Ende aus, in dem auch der Translationsstop lokalisiert ist. 
Dadurch enthält Isoform C im Gegensatz zu Isoform E oder dem Wildtyp einen zusätzlichen Exon-Junction-
Komplex, der sich hinter dem Stopcodon befindet. Damit ist die mRNA ein potentielles Ziel für den  
NMD-Mechanismus. Deshalb wurde zur weiteren Untersuchung eine Behandlung mit Cycloheximid als 
Translationsinhibitor durchgeführt, dieser verhindert die translationsabhängige Degradation von Zielen des 
NMD. Außerdem wurde eine transiente Herunterregulation des NMD-Faktors UPF1 durchgeführt (Abb. 3.5). 
Isoform E bleibt sowohl nach der CHX-Behandlung als auch nach dem UPF1 knockdown unverändert, während 
für Isoform C unter beiden Bedingungen ein Anstieg beobachtet werden kann. Somit konnte Isoform C in HUVECs 















Abbildung 3.5 Isoform C ist Ziel des NMD-Mechanismus 
A RT-PCR von Isoform C und E nach CHX-Behandlung in HUVEC. RPLP0 (P0) wurde als Referenzgen mitgeführt.  
M = Größenstandard in bp.  B qPCR nach transientem UPF1 knockdown in HUVEC quantifiziert die mRNA-Mengen von UPF1 
(links) sowie die Isoformen C und E (rechts). Die Werte wurden auf RPLP0 normalisiert. n = 3. ** p-Wert < 0,01, n.s. = nicht 
signifikant. 
 
3.1.3 Isoform E kodiert ein instabiles Protein 
Isoform E behält Intron 4 bei und kodiert dadurch für ein Protein mit verändertem C-Terminus (Abb. 3.2). Da die 
mRNA unter Hypoxie ansteigt, sollte das Protein und dessen Funktion näher charakterisiert werden.  
Dazu wurde zum einen die CDS von Wildtyp und Isoform E in ein Plasmid mit N-terminalem FLAG-Tag kloniert, 
sodass beide Proteine als Fusionsprotein exprimiert werden. Zum anderen wurde ein sogenanntes Full-Konstrukt 
untersucht, in dem neben der CDS für den konstitutiven Bereich auch Intron 4 vorliegt, sodass durch alternatives 
Spleißen alle Isoformen entstehen können (Abb. 3.6 A). Die Konstrukte wurden in HeLa-Zellen transfiziert und 
anschließend die Proteinexpression analysiert. Der Wildtyp ist stark exprimiert, während für Isoform E weder im 
Full-Konstrukt noch für die CDS allein ein Signal detektiert werden konnte (Abb. 3.6 B und C). Die mRNA-Menge 
des Wildtyps und der Isoform E wurde quantifiziert, um auszuschließen, dass die fehlende Proteinexpression auf 
einer geringen mRNA-Menge beruht, was ausgeschlossen werden konnte (Abb 3.4 C). Weiterhin wurde gezeigt, 
dass das Full-Konstrukt alle mRNA Spezies exprimiert und somit für den Wildtyp und Isoform E eine 
Proteinexpression erwartet wurde. Da Isoform C wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben ein Ziel für den NMD darstellt, 
wird hier keine Proteinexpression erwartet.  
Um die Konstrukte zu überprüfen und eine generelle Translatierbarkeit beider Proteine zu bestätigen, wurde 
eine in vitro Translation mit Weizenkeim-Extrakt für FLAG-WT sowie FLAG-E durchgeführt. Für beide Proteine 

















Abbildung 3.6 Isoform E kodiert ein instabiles Protein 
A Schema der FLAG-Konstrukte mit N-terminalem FLAG-Tag. FULL = MAX CDS mit Intron 4, kodiert für alle Isoformen.               
WT = Wildtyp CDS, E = Isoform E CDS. B Das Full-Konstrukt exprimiert alle mRNA Isoformen, aber nur das Wildtyp Protein. 
Links: Western Blot des Full-Konstrukts in HeLa-Zellen. Anti-FLAG Antikörper wurde verwendet, um die Fusionsproteine zu 
detektieren, Anti-β-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. Größenangabe in kDa. Rechts: RT-PCR der mRNAs aus dem Full-
Konstrukt mit FLAG spezifischen Oligonukleotiden. Für Isoform C (C) wurden 5 zusätzliche Amplifikationsrunden 
durchgeführt. Für Isoform E (E) wurde eine Negativkontrolle ohne cDNA (-RT) durchgeführt. M = Größenstandard in bp.   
C FLAG-WT und -E Expression. Links: Western Blot der FLAG-MAX Fusionen in HeLa-Zellen. Anti-FLAG Antikörper wurde 
verwendet zur Detektion der Fusionsproteine, Anti-β-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. Größenangabe in kDa. 
Rechts: qPCR Quantifizierung der FLAG spezifischen WT- und E-mRNAs. Die Werte wurden auf das Referenzgen RPLP0 
normalisiert. D In vitro Translation von FLAG-WT und -E. Detektion im Western Blot mit Anti-FLAG Antikörper. Größenangabe 
in kDa. 
 
Um auszuschließen, dass die in vivo Expression durch den FLAG-Tag negativ beeinflusst wird, wurde anstelle des 
FLAG-Tags ein 3facher HA-Tag verwendet. Dazu wurde die CDS des HA-Tags N-terminal an die CDS des Wildtyps 
(HA-WT) und Isoform E (HA-E) angefügt, sodass ein Fusionsprotein entsteht. Nach Überexpression in HeLa-Zellen 
konnte weiterhin nur der Wildtyp detektiert werden (Abb. 3.7 A).  
Um die Präparations-Methode zu überprüfen wurde die 5fache Menge Proteinase-Inhibitor-Cocktail bei der 
Proteinpräparation eingesetzt, ganze Zellen in Protein-Auftrags-Puffer lysiert bzw. das Sediment, welches bei der 
Protein-Lyse entsteht, untersucht (Abb. 3.7 B und C). Weiterhin wurden die FLAG-Isoformen mit Exon 2 auf ihre 
Expression in HeLa-Zellen überprüft (Abb. 3.7 D). Da die mRNA von Isoform E in HUVECs unter Hypoxie 
identifiziert wurde und hier ansteigt, wurde überprüft, ob unter genannten Bedingungen eine Expression von 


















































Abbildung 3.7 MAX Isoform E ist nicht detektierbar 
A MAX Isoformen mit N-terminalem, 3fachem HA-Tag wurden in HeLa-Zellen überexprimiert. Western Blot mit Anti-HA 
Antikörper und Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. B Überexpression von FLAG-WT und -E in HeLa-Zellen, Proteinpräparation mit 
der 5fachen Menge PIC (mehr PIC) oder Lyse von ganzen Zellen in Protein-Auftragspuffer (ganze Zellen). Western Blot mit 
Anti-FLAG Antikörper oder Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. C Überexpression von FLAG-WT und -E in HeLa-Zellen, bei der 
Protein-Lyse wurde der Protein-Extrakt (Überstand, ÜS) und die Zelltrümmer (Sediment, S) in Protein-Auftragspuffer 
aufgetragen. Western Blot mit Anti-FLAG Antikörper oder Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. D FLAG-FULL/-WT und -E mit der 
CDS von MAX p22 (enthält Exon 2) wurden in HeLa-Zellen überexprimiert. Western Blot mit Anti-FLAG Antikörper oder        
Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. E HUVECs wurden mit FLAG-WT/E transfiziert und für 48 h bei Normoxie (+O2) oder 48 h bei  
1% Hypoxie (-O2) inkubiert. Western Blot mit Anti-FLAG Antikörper oder Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. Größenangabe in kDa. 
 
Um Isoform E detektieren zu können, wurde die CDS an GFP fusioniert, welches eine stabilisierende Wirkung auf 
andere Proteine ausüben kann107. Dabei wurde GFP N-terminal exprimiert und die CDS vom Wildtyp (GFP-WT) 
oder Isoform E (GFP-E) C-terminal angefügt. Die Expression beider Proteine erfolgte dabei getrennt durch eine 
kurze Serin-Glycin-Linker-Sequenz (SGGG), sodass beide Proteine ihre normale Konformation einnehmen 
können. Sowohl GFP-WT als auch GFP-E werden in HeLa-Zellen exprimiert, die detektierte Proteinmenge für  
GFP-E ist dabei deutlich geringer als die Menge von GFP und GFP-WT. Außerdem konnte ein spezifisches 
Abbauprodukt von GFP-E beobachtet werden (Abb 3.8 A).  
Auch mit diesen Konstrukten wurde getestet, ob eine Stabilisierung in HUVECs unter Hypoxie stattfindet, also 
die Bedingung unter der die mRNA-Menge von Isoform E ansteigt. Dieser Anstieg kann jedoch auf Proteinebene 
nicht beobachtet werden (Abb. 3.8 B), was die Ergebnisse der FLAG-E Expression unter Hypoxie bestätigt. Auch 






























































Abbildung 3.8 GFP-E ist schwach exprimiert in HeLa-Zellen und HUVEC 
A Western Blot der GFP-MAX-Fusionen. Die CDS des MAX Wildtyp (GFP-WT) und Isoform E (GFP-E) wurden C-terminal an GFP 
fusioniert und in HeLa-Zellen überexprimiert. Anti-GFP Antikörper wurde zur Detektion der Fusionsproteine verwendet,  
Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. B HUVECs wurden mit GFP-WT/E transfiziert und für 48 h bei Normoxie (+O2) oder 48 h bei  
1% Sauerstoff (-O2) inkubiert. Western Blot mit Anti-GFP Antikörper oder Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. Größenangabe in 
kDa. 
 
3.1.4 Lokalisierung von Wildtyp und Isoform E 
Isoform E konnte bei Überexpression als FLAG-E oder HA-E nicht detektiert werden, als Fusionsprotein mit GFP 
hingegen wird das Protein schwach exprimiert. Im Gegensatz zum Wildtyp weist Isoform E keine vorhergesagte 
NLS auf, deshalb wird zunächst die Lokalisation der MAX-GFP-Fusionen untersucht. Der Wildtyp kommt wie 
erwartet ausschließlich im Nukleus vor, während Isoform E auch im Zytoplasma lokalisiert ist (Abb. 3.9 A).  
Da Protein E translatiert werden kann (siehe in vitro Translation, Abb. 3.6 E), könnte die fehlende Expression auf 
einen möglichen Abbauweg des Proteins im Zytoplasma hinweisen. Daher wurde getestet, ob durch Anfügen 
einer NLS eine Stabilisierung von Isoform E erreicht werden kann. Dazu wurde die SV40 NLS verwendet, die 
zunächst an GFP fusioniert wurde (GFP-NLS), um die Funktionalität zu überprüfen (Abb. 3.9 B). Anschließend 
wurde zum einen die SV40 NLS an FLAG-E fusioniert und untersucht, ob die Isoform exprimiert wird. Zum anderen 
wurde ein simultanes Konstrukt des Wildtyps als Kontrolle verwendet. Dazu wurde an die CDS des Wildtyps ohne 
natürliche NLS (nur aa 1-148) ebenfalls die SV40 NLS fusioniert (148-NLS). In beiden Konstrukten wird die 
Proteinmenge durch Anfügen der NLS erhöht, für FLAG-E-NLS kann nach langer Belichtung eine schwache Bande 
beobachtet werden (Abb. 3.9 C). 
Die Mengen der Proteine werden zwar durch die NLS erhöht, jedoch kann das Fehlen von Isoform E nicht allein 


































Abbildung 3.9 Lokalisierung der MAX Isoformen 
A GFP-MAX-Fusionen wurden in HeLa-Zellen transfiziert und die Nuklei mit Hoechst angefärbt. Die Lokalisation wurde mit 
den angegebenen Kanälen visualisiert. GFP-WT = Wildtyp; GFP-E = Isoform E, beide C-terminal an GFP fusioniert.  
B Lokalisation von GFP und GFP-NLS in HeLa-Zellen, die Nuklei wurden mit Hoechst angefärbt. Die Lokalisation wurde mit den 
angegebenen Kanälen visualisiert. C Western Blot von FLAG-Konstrukten mit NLS. Folgende Konstrukte wurden in HeLa-Zellen 
überexprimiert: 148 = Wildtyp ohne NLS, 148-NLS = Wildtyp mit SV40 NLS, E = Isoform E, E-NLS = Isoform E mit SV40 NLS, alle 
Proteine haben einen N-terminalen FLAG-Tag. Western Blot mit Anti-FLAG Antikörper oder Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. 
Derselbe Blot wird in zwei unterschiedlichen Belichtungen gezeigt (kurz/lang). Größenangabe in kDa. 
 
3.1.5 Stabilisierungs- und Destabilisierungsdomänen in Wildtyp und Isoform E 
Da durch die bisherigen Ergebnisse nicht geklärt werden konnte, warum Isoform E nicht exprimiert wird, wurden 
nun die Isoform spezifischen Bereiche näher untersucht. Der Wildtyp und Isoform E teilen die ersten 98 aa, 
danach folgen im Wildtyp weitere 5 aa, die den Leucin-Zipper vervollständigen (bis aa 103). Am C-Terminus gibt 
es einen Bereich saurer aa (A, aa 134-148), gefolgt von einem Bereich basischer aa (B, aa 148-160), der auch als 
NLS dient (Abb. 3.10 rechts). 
Um die Funktion dieser einzelnen Domänen näher untersuchen zu können, wurde der FLAG-WT sukzessive 
verkürzt. Der Name des Konstrukts gibt dabei die letzte noch vorhandene aa an (FLAG-WT 98/103/134/148). 
Diese Konstrukte wurden in HeLa-Zellen transfiziert und anschließend die Expression der Proteine im Western 
Blot analysiert. Während die Konstrukte WT 98 und WT 103 gar nicht detektiert werden können, zeigen die 
längeren Varianten WT 134 und WT 148 eine sehr schwache Expression verglichen mit dem nicht verkürzten 
Wildtyp (Abb. 3.10).  
Dies zeigt, dass innerhalb der Wildtyp spezifischen Sequenzen (aa 103-134 und aa 148-160) eine Stabilisierung 
des Proteins erfolgt, ohne die keine Expression nachzuweisen ist.   
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Abbildung 3.10 Wildtyp spezifische Domänen stabilisieren FLAG-MAX-Konstrukte 
FLAG-MAX Wildtyp wurde C-terminal verkürzt, die Konstrukte sind benannt nach der letzten vorhandenen aa. Alle Konstrukte 
exprimieren einen N-terminalen FLAG-Tag. Das Schema der Konstrukte ist rechts gezeigt. b = basische Region,  
HLH = Helix-Loop-Helix, LZ = Leucin-Zipper, A = Region saurer aa, B = Region basischer aa (NLS). Links ist ein Western Blot nach 
Überexpression in HeLa-Zellen gezeigt mit Anti-FLAG Antikörper oder Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. Größenangabe in kDa. 
 
Die Verkürzungen im FLAG-WT Konstrukt deuten auf stabilisierende Eigenschaften bestimmter Wildtyp-
Domänen hin (Abb. 3.10). Um dies isoliert zu betrachten, wurden die Wildtyp-Domänen der sauren (A) und der 
basischen (B) Region sowie die Isoform E spezifische Region (E99-134) an heterologe Proteine fusioniert. Als 
Reporter wurde zum einen GFP/P gewählt. Dabei handelt es sich um eine destabilisierte Variante des eGFP-Gens 
mit sogenannter PEST-Sequenz aus der Maus Ornithin Decarboxylase. Hier wurde die Proteinexpression im 
Western Blot überprüft. Zum anderen wurden die Domänen an die Firefly-Luziferase fusioniert, sodass die 
Aktivität quantifiziert werden konnte. Die ausgewählten Sequenzen wurden jeweils C-terminal angefügt, sodass 
sie ihre natürliche Lokalisation beibehalten. Die Konstrukte wurden benannt nach den aa, die angehängt wurden, 
also WT 135-148 für die saure Region, WT 149-160 für die basische Region und E 99-134 für die Isoform E 
spezifische Region (Abb. 3.11 A).  
Für die GFP-Konstrukte sieht man, dass durch Anfügen der Isoform E spezifischen Sequenz nur noch eine sehr 
schwache Expression stattfindet, die erst bei längerer Belichtung zu sehen ist (Abb. 3.11 B). Dies bestätigt die 
bisherigen Ergebnisse des FLAG-E-Konstrukts, bei dem keine Expression nachzuweisen war. Für die Wildtyp-
Domänen wird eine erhöhte Expression bei Anfügen der sauren Region (WT 135-148) sowie der sauren mit der 
basischen Region (aa 134-160) beobachtet. Die basische Region allein (WT 149-160) zeigt keinen Einfluss auf die 
GFP-Expression (Abb. 3.11 B).  Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der FLAG-WT Konstrukte, da hier 
durch Abwesenheit der basischen Region die Proteinexpression drastisch gesenkt wurde.  
Die identischen Bereiche wurden außerdem an die Firefly-Luziferase fusioniert. Dadurch konnten die Effekte 
quantifiziert werden und durch Normalisierung auf die Renilla-Luziferase konnten Schwankungen der 
Transfektion ausgeglichen werden. Die Luziferase-Aktivität spiegelt sehr genau das Bild der GFP-Expression wider 
(Abb. 3.11 C): Eine ca. 2fach erhöhte Expression durch die saure Region (WT 135-148) und ein ca. 1,5facher 
Anstieg bei Anfügen von saurer und basischer Region (WT 135-160). Die Luziferase-E-Fusion zeigt eine 33fache 
Reduktion der Luziferase-Aktivität. Als Vergleich wurde die Expression der durch die PEST-Sequenz 
destabilisierten Luziferase (luc2/P) gemessen, die nur eine 7fache Reduktion im Vergleich zu der Firefly-
Luziferase bewirkt. 
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Um zu überprüfen, ob die beobachteten Effekte auf Unterschiede der Proteinexpression zurückzuführen sind, 
wurde parallel die mRNA-Menge bestimmt (Abb. 3.11 C rechts). Hier wurden jedoch keine signifikanten 
Unterschiede festgestellt. Somit kann man sagen, dass die MAX-Domänen eine stabilisierende (WT 135-148) bzw. 
eine stark destabilisierende (E 99-134) Wirkung auf die Expression heterologer Proteine ausüben. 
 
 
Abbildung 3.11 MAX C-Termini beeinflussen die Expression heterologer Proteine 
A Übersicht der GFP- und Luziferase-Konstrukte. Verschiedene Regionen des MAX Wildtyp (WT) und Isoform E (E) wurden  
C-terminal an GFP/P oder das luc2 Gen fusioniert. Die Nummern geben die aa der Wildtyp oder E Sequenz an, eine Übersicht 
der Wildtyp Organisation zeigt Abbildung 3.10. B Western Blot von GFP/P mit fusionierten MAX C-Termini. Die Nummern 
geben die aa von Wildtyp (WT) und Isoform E (E) an, die C-terminal an GFP/P angefügt wurden. Die Konstrukte wurden in 
HeLa-Zellen überexprimiert, Anti-GFP Antikörper wurde zum Nachweis verwendet und Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. 
Derselbe Blot wird nach kurzer und langer Belichtung gezeigt. Größenangabe in kDa. C Quantifizierung der Protein-
(De)Stabilisierung durch Luziferase-Assays. Links: die angegebenen MAX WT und Isoform E (E) aa-Sequenzen wurden C-
terminal an das Gen der Firefly-Luziferase (luc2) angefügt und deren Einfluss auf die Expression in HeLa-Zellen gemessen. Die 
Aktivität wurde auf die Renilla-Luziferase als Transfektionskontrolle normalisiert. Die Nummern geben die angehängten aa 
von Wildtyp (WT) und Isoform E (E) an (luc2, schwarze Balken). Luc2/P = Firefly-Luziferase mit PEST Destabilisierungssequenz 
der Ornithin-Decarboxylase (grauer Balken). n = 3-8, ** p-Wert < 0,01. Rechts: qRT-PCR Quantifizierung der mRNA -Menge 
von der Firefly-Luziferase mit den angegebenen C-terminalen Fusionen. Die Werte wurden auf die mRNA-Menge der Renilla-


































































Die Messung der Luziferase-Aktivität hat gezeigt, dass die Isoform E spezifische Domäne die Expression der 
Luziferase stark verringert. Nun wurde überprüft, ob es sich dabei um einen Einfluss auf die Proteinstabilität und 
damit eine Reduktion der Halbwertszeit handelt.  
Dazu wurden drei Konstrukte getestet: GFP/P alleine als Referenzwert, GFP/P fusioniert mit der Isoform E 
spezifischen Region (E 99-134) und als weitere Kontrolle GFP/P mit der Region saurer aa des Wildtyps  
(WT 135-148), welche bereits eine stabilisierende Wirkung gezeigt haben. HeLa-Zellen wurden mit den 
Konstrukten transfiziert und anschließend mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX) behandelt. Dadurch 
wird die Produktion neuer Proteine verhindert, sodass die Abbaugeschwindigkeit der Proteine bestimmt werden 
kann. Um diese zu verfolgen, wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach CHX-Zugabe die Proteine isoliert 
und die Proteinmenge in einem Western Blot überprüft. Für GFP/P liegt die so bestimmte Halbwertszeit bei ca. 
11 h, was dem Literaturwert für die destabilisierte Variante entspricht108. Im Vergleich dazu sieht man für die  
Isoform E spezifische Region eine reduzierte Halbwertszeit von ca. 3 h. Die Kontrolle mit der Wildtyp-Sequenz 
zeigt nach 24 h noch keine Degradation des Fusionsproteins (Abb. 3.12). Zusammenfassend kann man also sagen, 
dass die Isoform E spezifische Region eine große Kapazität zur Destabilisierung besitzt, indem sie die 




Abbildung 3.12 Die Isoform E spezifische Domäne verringert die Halbwertszeit heterologer Proteine 
Die Halbwertszeit von GFP/P mit den C-terminal angefügten aa-Sequenzen von Wildtyp (WT) und Isoform E (E) wurden in 
HeLa-Zellen bestimmt. Für E wurden alle Isoform E spezifischen aa an GFP/P fusioniert (E 99-134), für den Wildtyp wurde nur 
die Region saurer aa an GFP/P fusioniert (WT 135-148). Die Zellen wurden mit 10 µg/ml CHX behandelt und die Proteine nach 
den angegebenen Zeitpunkten präpariert. Western Blot mit Anti-GFP Antikörper zur Detektion der GFP-MAX-Fusionen und 
Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. Die angegebenen Werte zur Proteinexpression sind Mittelwerte von zwei biologischen 
Replikaten, jeweils auf β-Aktin normiert. Größenangabe in kDa. 
 
3.1.6 Destabilisierungsdomäne in Isoform E 
Es wurde gezeigt, dass die Isoform E spezifische Domäne einen negativen Einfluss auf die Protein-Halbwertszeit 
ausübt (Kapitel 3.1.5). Um diese Funktion näher eingrenzen zu können, wurden in dem Luziferase-Konstrukt mit  
C-terminal angefügter E spezifischer Sequenz (E 99-134) Mutationen und Verkürzungen vorgenommen. 
Zunächst wurde ein phylogenetischer Vergleich der E spezifischen Domäne mit anderen Spezies vorgenommen 
(Abb. 3.13 A). Dazu wurde ein Alignment mit CLUSTALW2 durchgeführt109. Dabei fällt auf, dass die ersten 19 aa 
(aa 99-117) deutlich besser konserviert sind als die hinteren 17 (aa 118-134). Deshalb wurde zunächst eine 
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Verkürzung des angefügten Bereiches von 36 auf 19 aa vorgenommen (E 99-117). Außerdem wurden in einer 
Region starker Konservierung (aa 105-112) vier aa durch Alanin ausgetauscht (W105A, G106A, P109A, C110A), 
dieses Konstrukt wurde E 99-134_mut benannt. Schließlich wurden beide Modifikationen in einem Konstrukt 
vereint, E99-117_mut. 
Die Konstrukte wurden in HeLa-Zellen transfiziert und anschließend die Luziferase-Aktivität bestimmt. Zur 
Normalisierung wurden alle Firefly-Werte auf die Werte der Renilla-Luziferase normiert (Abb. 3.13 B). Sowohl 
das Einbringen der Mutation als auch die Verkürzung sind in der Lage, die Reduktion der Luziferase partiell wieder 
aufzuheben, die Verkürzung zeigt dabei den größeren Effekt. Durch die Kombination beider Veränderungen wird 
ein additiver Effekt beobachtet. Dieser erhöht die Luziferase-Aktivität um das ca. 11fache, jedoch ist die Aktivität 
im Vergleich zu der unmodifizierten Luziferase noch immer 3fach niedriger. 
Diese Ergebnisse legen nahe, dass außer den getesteten Modifikationen noch weitere aa an der Regulation der 
Proteinstabilität beteiligt sind. 
 
 
Abbildung 3.13 Analyse der Destabilisierungsdomäne von Isoform E 
A Konservierung der Isoform E spezifischen aa. Homologe Sequenzen verschiedener Arten wurden mit ClustalW2 analysiert. 
Die Nummern geben die aa in der humanen Sequenz an. Die grauen Balken zeigen die aa an, die zu Alanin mutiert wurden.  
* = konservierte aa, : = Konservierung innerhalb von aa-Gruppen mit sehr ähnlichen Eigenschaften, . = Konservierung von  
aa-Gruppen mit weniger ähnlichen Eigenschaften. B Quantifizierung der Isoform E abhängigen Destabilisierung durch 
Luziferase-Assays. Die Isoform E spezifische Domäne (E 99-134) sowie die in Abbildung 3.13 A angegebene Verkürzung  
(E 99-117) und Mutation (E 99-134mut) wurden C-terminal an die Firefly-Luziferase fusioniert und der Einfluss auf die Aktivität 
in HeLa-Zellen bestimmt. Die Aktivität wurde auf die Renilla-Luziferase als Transfektionskontrolle normiert. Die Nummern 




**: . **. **** .  *                                         
Mensch  GEHPSSWGSWPCCAPARSGFGTWA-------CR--------------VRASH--------G---VCAQ----------------36
Katze   GEHGSRWGSRPCCAPARSGLRTWA-------CR--------------VRTSH--------G---ARAHKQRQPCFLGLNS----48
Kuh     GEQWGLWGSWPCCAPARSGPRAGA-------CR--------------VRISD--------G---AVILLSSCSPAAWACS----48
Rhesus  GEHPSSWGSWPCCALAGSGFGT--------------------------------------------------------------22
Maus    GEQPSSWGNWPCCAPPGGGFHTWASVKARGLCLRSKLSLALQALQLSVRASSEETEELGIGHPKACIFSGLTSPFLGAQVLCLQ84
Ratte   GEQASSWGSGPCCAPARLGLSQNL-------SLPS---------ELEDHASE------------ASSALSVRAILRKDQTLQ--54
99 134117
              AA  AAmut





3.1.7 Abbaumechanismus von Isoform E 
Bei Isoform E handelt es sich um ein sehr instabiles Protein, welches bei Überexpression in HeLa-Zellen nicht 
nachgewiesen werden kann. Die Isoform E spezifischen aa sind in der Lage auch heterologe Proteine zu 
destabilisieren und deren Halbwertszeit zu reduzieren (Kapitel 3.1.6). Wie Isoform E abgebaut wird, ist jedoch 
unbekannt.  
Da viele Proteine im Proteasom abgebaut werden, wurde dies auch für Isoform E getestet. HeLa-Zellen wurden 
dazu mit FLAG-WT und FLAG-E transfiziert und anschließend mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 behandelt. 
Dabei wurden verschiedene Zeitpunkte getestet, jedoch konnte weiterhin kein FLAG-E Protein nachgewiesen 
werden (Abb. 3.14 A). Deshalb wurden als Nächstes verschiedene Protease-Inhibitoren sowie Chloroquine als 
Inhibitor von lysosomalen Enzymen getestet. Die Behandlung erfolgte in gleicher Weise und in den angegebenen 
Konzentrationen. Auch hier konnte bei keiner Behandlung ein Protein für Isoform E nachgewiesen werden  
(Abb. 3.14 B). 
Der Mechanismus, durch den Isoform E abgebaut wird, bleibt also weiterhin unklar und muss durch weitere 




Abbildung 3.14 Abbaumechanismus von Isoform E 
A Behandlung mit Proteasom-Inhibitor. HeLa-Zellen wurden mit FLAG-WT oder FLAG-E transfiziert und anschließend für 24 h 
mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 (10 µM) behandelt. FLAG-MAX Konstrukte wurden im Western Blot mit Anti-FLAG 
Antikörper nachgewiesen und Anti-β-Aktin diente als Ladekontrolle. B Behandlung mit Protease-Inhibitoren. HeLa-Zellen 
wurden mit FLAG-WT oder FLAG-E transfiziert und anschließend für 24 h mit den folgenden Inhibitoren behandelt:  
300 µM AEBSF, 50 µM Antipain, 2 µg/ml Aprotinin, 100 µM Chymostatin, 10 µM E-64, 100 µM Leupeptin, 1 µM Pepstatin,  
10 µM Phosphoramidon, 2 µM ALLN, 50 µM Chloroquine als Inhibitor lysosomaler Enzyme, 40 µM Bestatin, 500 µM EDTA.                  
w/o = ohne Behandlung. FLAG-MAX Konstrukte wurden im Western Blot mit Anti-FLAG Antikörper nachgewiesen und  












































































































3.1.8 Funktionelle Bedeutung des unproduktiven Spleißens unter Hypoxie 
Wie gezeigt wurde, sind die beiden Isoformen C und E unproduktiv, das heißt, sie führen nicht zu einer 
nachweisbaren Menge an Protein. Da MAX unter Hypoxie alternativ gespleißt wird und die mRNAs von Isoform 
C und E ansteigen, scheint die Funktion der Spleißänderung eine Reduktion des Wildtyps zu sein. Da durch das 
veränderte Spleißmuster zugunsten der alternativen Isoformen gleichzeitig die mRNA des Wildtyps reduziert 
wird, nimmt auch die Proteinmenge des Wildtyps ab (Abb. 3.15 B). Der Wildtyp kommt in zwei Isoformen p21 
und p22 vor, die sich durch das Vorhandensein von Exon 2 unterscheiden. In HUVECs ist die p21 Isoform 




Abbildung 3.15 Reduktion des Wildtyps unter Hypoxie 
A Schema der Wildtyp (WT) Isoformen p22 (mit Exon 2) und p21 (ohne Exon 2). Das alternative Exon ist in violett gezeigt.        
B Western Blot der MAX Wildtyp Isoformen p22 und p21 in HUVECs nach 48 h unter Normoxie (+ O2) und Hypoxie (- O2). Der 
Nachweis erfolgte mit dem Anti-MAX Antikörper, der den C-Terminus des Wildtyp Proteins erkennt und Anti-β-Aktin als 
Ladekontrolle. Größenangabe in kDa. 
 
Da es sich bei MAX um einen Transkriptionsfaktor handelt, der gemeinsam mit Interaktionspartnern die 
Transkription verschiedener Zielgene aktivieren oder reprimieren kann, ist es interessant zu untersuchen, welche 
Auswirkungen die Reduktion von MAX auf die Zielgene hat. 
MAX selbst besitzt keine Aktivierungsdomäne und kann die Expression von Zielgenen nicht direkt beeinflussen. 
Jedoch können MAX Homodimere gebildet werden, die still an die Erkennungssequenz der DNA binden. Dadurch 
stehen weniger freie MAX Proteine zur Interaktion mit MYC bzw. MXD Proteinen zur Verfügung, was schließlich 
eine veränderte Genexpression provoziert. 
Um nähere Einblicke in die Regulation dieses Netzwerks unter Hypoxie zu erlangen, wurde eine Überexpression 
von MAX in HUVECs unter Normoxie und Hypoxie durchgeführt. Dazu wurden die Plasmide pCMV-MAX-A und  
-B verwendet, in denen die CDS von MAX mit Exon 2 (Isoform A/p22) oder ohne Exon 2 (Isoform B/p21) unter 
Kontrolle eines humanen CMV Promotors überexprimiert wird. Als Kontrolle wurde das Leerplasmid pCMV-MS 
transfiziert. Je 1*106 Zellen wurden mit 500 ng Plasmid elektroporiert. Der Ansatz wurde auf 2 wells einer  
12-well-Platte verteilt, um parallel RNA und Protein analysieren zu können. Anschließend wurden die Zellen 
zunächst 48 h bei Normoxie inkubiert, um die Viabilität der Zellen nach der Elektroporation zu gewährleisten und 
um 100% Konfluenz zu erreichen. Dies war nötig, um die gleichen Bedingungen zu gewährleisten, die 












Die Überexpression wurde in einem Western Blot überprüft und hat für beide Isoformen mit gleicher Effizienz 
funktioniert, 1,5fach für MAX p22 und ca. 2,6fach für MAX p21 bei Normierung auf das Referenzgen β-Aktin  
(Abb. 3.16 A). Hierbei ist anzumerken, dass sich die unterschiedliche Überexpression durch die Normalisierung 
auf β-Aktin ergibt, welches sich bei überexprimiertem MAX (Vergleich Daten zu RPLP0) auch auf mRNA-Ebene 
ändert.  Parallel wurde die Expression von bekannten MYC/MAX Zielgenen mittels qPCR quantifiziert, wobei das 
Haushaltsgen RPLP0 als Referenzgen eingesetzt wurde. Jedoch zeigte sich, dass die mRNA-Menge von RPLP0 bei 
Hypoxie durch die Überexpression von MAX p21 2fach reduziert wird, bzw. um 14% bei p22 (Abb. 3.16 B). Damit 
kann RPLP0 nicht als Referenzgen verwendet werden. Daher wurden weitere Referenzgene getestet, das 
ribosomale Protein RPL13 und Aktin, jedoch zeigten auch diese keine konstante Expression nach MAX 
Überexpression (Daten nicht gezeigt). 
 
 
Abbildung 3.16 MAX Überexpression beeinflusst Expression des Haushaltsgens RPLP0 
HUVECs wurden mit je 500 ng pCMV-MS als Kontrolle und pCMV-MAX-A (p22) oder pCMV-MAX-B (p21) elektroporiert. 
Anschließend erfolgte 48 h Inkubation bei Normoxie (21%) bzw. Hypoxie (1%). A Die Proteinproben wurden auf einem 
14%igen Gel aufgetrennt und für 5 min geblottet. Western Blot mit Anti-MAX Antikörper oder Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. 
Größenangabe in kDa. B qPCR von RPLP0. Gezeigt ist die relative Expression ohne Normierung auf ein Referenzgen. n = 2. 
 
Neben RPLP0 wurden weitere Gene in der qPCR getestet, die bekannt sind unter der Kontrolle von MYC/MAX zu 
stehen, dazu gehören beispielsweise die Phosphofruktokinase (PFKL) oder die Ornithin-Decarboxylase (ODC) 
sowie einige mit dem Zellzyklus in Verbindung stehende Gene (CCND1 und 2, CDK4). Da das Referenzgen RPLP0 
durch die MAX Überexpression beeinflusst wird und nicht verwendet werden kann, erfolgte die Auswertung 
ohne Normierung auf ein Referenzgen.  
Die Überexpression von MAX unter Normoxie (Abb. 3.17 A) bewirkt kaum Änderungen in der Expression von 
Zielgenen. mRNA-Mengen nach Überexpression mit p21 liegen maximal 10-15% unter der Kontrolle, bei 
Überexpression mit p22 ist die größte Reduktion für die mRNA von eIF4E auf 0,75 zu beobachten. Unter Hypoxie 
hingegen erfolgt eine stärkere Änderung der Expression nach Überexpression von p21 (Abb. 3.17 B). Die mRNAs 
der Gene ODC, CDK4 und PFKL sind ca. 2fach reduziert, auch CUL1 und TRAP sind um 30 bzw. 40% reduziert. Die 
Überexpression von p22 zeigt unter Hypoxie keine Änderungen über ca. 15%. 
Zusammenfassend kann man sagen, dass die unter HUVEC stärker exprimierte Isoform p21 an Änderungen in 
der Genexpression von MYC/MAX Zielgenen unter Hypoxie beteiligt ist. Wie diese Regulation im Detail stattfindet 

























Abbildung 3.17 Zielgenanalyse nach MAX Überexpression in HUVEC 
A qPCR von MYC/MAX Zielgenen nach Überexpression unter Normoxie. Gezeigt ist die relative Expression ohne Normierung 
auf ein Referenzgen. n = 2. B qPCR von MYC/MAX Zielgenen nach Überexpression unter Hypoxie. Gezeigt ist die relative 


























































































3.2 Regulation von hnRNP DL 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde das RNA bindende Protein hnRNP DL untersucht. Alternatives Spleißen des 
Exons 8 von hnRNP DL wurde bei einer Studie in Endothelzellen unter CoCl2-Behandlung als Hypoxie-Mimik 
identifiziert84. Im Rahmen meiner Diplomarbeit konnte ich zeigen, dass das Gen auch auf Hypoxie reagiert und 
die alternative Isoform ein Ziel des NMD-Mechanismus in HUVEC darstellt und so zu einer Reduktion des Proteins 
führt85. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von hnRNP DL auf die Proliferation in Endothelzellen untersucht. 
Außerdem wurde die Autoregulation des Proteins in HeLa-Zellen untersucht, die Bindestelle auf der mRNA 
eingegrenzt, und gezeigt, dass eine Crossregulation mit dem nah verwandten Protein hnRNP D stattfindet. 
 
3.2.1 hnRNP DL beeinflusst die Proliferation in Endothelzellen 
Durch die Spleißänderungen von hnRNP DL unter Hypoxie in Endothelzellen wird die Proteinmenge von  
hnRNP DL unter diesen Bedingungen reduziert (Kapitel 2.3.4). Da bekannt ist, dass hnRNP DL einen positiven 
Einfluss auf die Proliferation von Tumorzellen ausübt69,70, wurde die hnRNP DL abhängige Proliferation in HUVECs 
überprüft. Dazu wurde ein transienter knockdown von hnRNP DL in HUVECs durchgeführt. HUVECs wurden in 
einer 60 mm Schale ausgesät und 24 h später mit je 60 pmol siRNA (Kontrolle bzw. hnRNP DL) transfiziert. Nach 
24 bzw. 48 h wurden die Zellen abtrypsiniert, in 96-well-Platten umgesetzt und nach weiteren 24 h die Zellzahl 
durch einem Kristallviolett-Assay bestimmt. 
Die Effizienz des knockdowns nach 48 h zeigt Abb. 3.18 A. Die knockdown Zellen zeigen eine Reduktion der 
Proliferation um ca. 50% (Abb. 3.18 B), sodass von einer Beteiligung des Proteins an der Zellproliferation 
ausgegangen werden kann.  
Weitere Versuche sind jedoch nötig, um diese hnRNP DL abhängige Steigerung der Proliferation zu bestätigen 
und den dahinterstehenden Mechanismus weiter zu untersuchen. 
 
 
Abbildung 3.18 Der knockdown von hnRNP DL in Endothelzellen verringert deren Proliferation 
HUVEC wurden mit 60 pmol siRNA transfiziert und nach 48 und 72 h analysiert. A Western Blot des  
hnRNP DL knockdown in HUVEC nach 48 h. Nachweis mit Anti-hnRNP DL (Sigma) und Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. 
Größenangabe in kDa. B Nach 1 bzw. 2 Tagen wurden die Zellen in 96-well-Platten überführt und nach weiteren 24 h wurde 
die Zellzahl mit einem Kristallviolett-Assay bestimmt. Dazu wurde die Absorption bei 620 nm bestimmt.  























3.2.2 hnRNP DL Autoregulation 
Es ist bekannt, dass viele Spleißfaktoren das Spleißen ihrer eigenen prä-mRNA in einem negativen feedback loop 
zugunsten einer unproduktiven mRNA beeinflussen, um die Homöostase des Spleißfaktors zu gewährleisten46. 
Für hnRNP DL sind zwei mRNA Isoformen bekannt, die sich durch das Vorhandensein von Exon 8 im 3’ UTR 
unterscheiden, hnRNP DL 7/9 (ohne Exon 8) und hnRNP DL 8/9 (mit Exon 8). Der 3’ UTR von hnRNP DL enthält 
ein ultrakonserviertes Element, also eine genomische Sequenz, die länger als 200 bp ist und in den Organismen 
Mensch, Maus und Ratte zu 100% konserviert ist48. Das Element umfasst 205 bp und schließt die Sequenz des 
Kassettenexons 8 ein (Abb. 3.19). 
 
 
Abbildung 3.19 Ultrakonserviertes Element im 3’ UTR von hnRNP DL  
Gezeigt ist das hnRNP DL Gen im UCSC Genome Browser110. Die Exons sind als blaue Boxen dargestellt, die schmäleren Boxen 
sind Exons im nichtkodierenden Bereich. Die Lage des 205 nt langen ultrakonservierten Elements (uc. 144) ist in grün oberhalb 
der Genstruktur gezeigt und schließt Exon 8 ein. Im unteren Teil der Abbildung ist die Konservierung in Vertebraten gezeigt.  
 
Diese hohe Konservierung im 3’ UTR lässt auf eine funktionelle Relevanz des alternativen Exons 8 zum Beispiel 
im AS-NMD schließen.  
Dass hnRNP DL 8/9 in Endothelzellen ein Ziel für den NMD-Mechanismus darstellt, wurde bereits gezeigt85. Da 
eine der beiden Isoformen demnach degradiert wird, wurde hier untersucht, ob hnRNP DL als Spleißfaktor in der 
Lage ist, das eigene Spleißen in einem negativen feedback loop zu regulieren. 
Die Untersuchungen wurden in HeLa-Zellen durchgeführt. Dazu wurde zunächst überprüft, ob hnRNP DL 8/9 
auch in HeLa-Zellen ein Ziel für den NMD-Mechanismus darstellt. Anschließend wurde die Autoregulation durch 
knockdown- und Überexpressionsanalysen untersucht und die Bindestelle mit Hilfe eines Minigensystems 
eingegrenzt. 
 
3.2.2.1 Inklusion von Exon 8 markiert die mRNA für den Abbau durch NMD in HeLa-Zellen 
Die beiden mRNA Isoformen von hnRNP DL unterscheiden sich durch das Kassettenexon 8 im 3’ UTR. Dadurch 
enthält Isoform 8/9 einen zusätzlichen Exon-Junction-Komplex, der sich > 50 nt hinter dem natürlichen 
Stopcodon befindet. Damit ist die mRNA ein potentielles Ziel für den NMD-Mechanismus, was nun auch für HeLa-
Zellen bestätigt werden soll. Deshalb wurden HeLa-Zellen zum einen mit dem Translationsinhibitor CHX 
behandelt, zum anderen wurde der NMD-Faktor UPF1 durch einen transienten knockdown herunterreguliert. 
Die Behandlung der Zellen mit CHX erfolgte für 3 bzw. 6 h mit je 100 µg/ml CHX, als Kontrolle wurden 
unbehandelte Zellen verwendet. Für den knockdown wurden die Zellen mit siRNA gegen UPF1 transfiziert und 
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die RNA nach 48 h isoliert. Die weitere Analyse erfolgte durch eine qPCR, die mit Isoform spezifischen 
Oligonukleotiden durchgeführt wurde. Diese wurden so gewählt, dass das vorwärts gerichtete Oligonukleotid die 
Exon-Exon-Grenze überspannt. Um die Spezifität der einzelnen Oligonukleotidpaare zu gewährleisten, wurden 
zunächst alle Fragmente in das pJET Plasmid kloniert und dann eine qPCR mit der richtigen und der zu 
diskriminierenden Isoform durchgeführt. Daraus konnte die Spezifität abgeleitet werden. Das Oligonukleotidpaar 
gegen Isoform 7/9 erkennt die richtige Isoform (7/9) 5000fach besser als die zu diskriminierende Isoform 8/9. 
Das Oligonukleotidpaar 8/9 erkennt die richtige Isoform 8/9 420fach besser als die zu diskriminierende  
Isoform 7/9. Die Oligonukleotide sind somit Isoform spezifisch und können zur Quantifizierung genutzt werden. 
Isoform 7/9 bleibt nach der Behandlung mit CHX als auch nach dem UPF1 knockdown unverändert, während 
Isoform 8/9 unter beiden Bedingungen ansteigt (Abb. 3.20). Somit konnte hnRNP DL 8/9 als Ziel für den NMD-
Mechanismus in HeLa-Zellen bestätigt werden. 
 
 
Abbildung 3.20 hnRNP DL 8/9 wird in HeLa-Zellen über den NMD-Mechanismus abgebaut 
A Schematische Darstellung der Exons von hnRNP DL. Die konstitutiven Exons sind in schwarz gezeigt, das alternative Exon in 
blau. Nichtkodierende Exons sind als flache Boxen gezeigt, Introns als Strich. Die grauen Pfeile zeigen die Lokalisation der 
Oligonukleotide für die RT-PCR an. B RT-PCR nach einer CHX-Behandlung in HeLa-Zellen. Die Zellen wurden für 3 und 6 h mit 
jeweils 100 µg/ml CHX behandelt. Gezeigt ist eine RT-PCR mit den Oligonukleotiden aus Abbildung 3.20 A, als Kontrolle ist 
eine PCR mit dem Referenzgen RPLP0 gezeigt. C qPCR nach transientem UPF1 knockdown. HeLa-Zellen wurden mit siRNA 
gegen UPF1 transfiziert und nach 48 h analysiert. Gezeigt ist die Quantifizierung von UPF1 (links) sowie die Isoformen  
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3.2.2.2 hnRNP DL reguliert das Spleißen der eigenen prä-mRNA 
Für viele Spleißfaktoren ist bekannt, dass sie das Spleißen der eigenen prä-mRNA regulieren. Da auch hnRNP DL 
durch alternatives Spleißen im 3’ UTR eine NMD sensitive mRNA Isoform produziert, wurde getestet, ob  
hnRNP DL selbst das Spleißen zugunsten der unproduktiven Isoform ändern kann. 
Um die Änderungen des Spleißverhaltens und die Auswirkungen auf die Proteinexpression testen zu können, 
wurde eine stabile Zelllinie generiert, die hnRNP DL überexprimiert. Dies hat den Vorteil, Änderungen des 
endogenen hnRNP DLs ohne Hintergrund nicht transfizierter Zellen zu analysieren. Um das überexprimierte 
hnRNP DL von dem endogenen unterscheiden zu können, wurde GFP N-terminal an hnRNP DL angefügt und 
beide Proteine durch einen SG4-Linker (SGGG) voneinander getrennt, um eine korrekte Faltung beider Proteine 
zu gewährleisten. GFP wurde N-terminal angefügt, da gezeigt wurde, dass ein N-terminaler GST-Tag die 
Funktionalität des Proteins nicht beeinflusst72.  
Die Sequenz für das Fusionsprotein wurde in das Plasmid pFRT-CD20 kloniert, welches das Protein unter 
Kontrolle des CMV Promotors exprimiert. Es enthält außerdem eine FRT-Stelle, gekoppelt an eine Hygromycin-
Resistenz, sodass das die Sequenz mit Hilfe des Flp-In Systems in HF1-3-Zellen integriert werden kann. 
HF1-3-Zellen wurden mit dem Konstrukt pFRT-GFP-hnRNPDL und dem Plasmid für die Flp Rekombinase (pOG44) 
in einem Verhältnis 1:9 transfiziert. Anschließend wurden die positiv integrierten Zellen durch Selektion mit 
Hygromycin über 3 Wochen angereichert. Als Kontrolle wurden HF1-3-Zellen mit GFP ohne Fusion transfiziert. 
Die Integration war beendet, als die Zellen konstant gewachsen sind und durch optische Überprüfung am 
Fluoreszenz-Mikroskop keine GFP negativen Zellen mehr vorhanden waren. 
Zur Analyse der Autoregulation wurden Proteinproben aus dem 6-well-Format isoliert und anschließend im 
Western Blot gegen hnRNP DL untersucht (Abb. 3.21 A). Durch die Fusion an GFP können das endogene Protein 
(DL) sowie das überexprimierte GFP-hnRNP DL (GFP-DL) anhand des Größenunterschieds unterschieden werden. 
Dadurch konnte die Intensität der Banden für das endogene hnRNP DL bestimmt werden, die eine Reduktion auf 
ca. 40% der Ausgangsmenge in der Überexpressionslinie verglichen mit der Kontrolllinie ergibt. Parallel wurde 
RNA aus der Überexpressionslinie und den GFP-Kontrollzellen isoliert und die Menge der kurzen Isoform 7/9 und 
der langen Isoform 8/9 in einer qPCR bestimmt (Abb. 3.21 B). Die Menge von hnRNP DL 7/9 reduziert sich auf 
70%, während für hnRNP DL 8/9 ein 1,8facher Anstieg bestimmt wurde.  
Somit konnte gezeigt werden, dass hnRNP DL das Spleißen der eigenen prä-mRNA reguliert. Durch den erhöhten 
Einschluss von Exon 8 verändert sich das Spleißmuster zugunsten der unproduktiven mRNA Isoform, was 
gleichzeitig zu einer reduzierten Proteinmenge führt. 
 
 






Abbildung 3.21 Autoregulation von hnRNP DL 
A Western Blot von hnRNP DL in GFP-hnRNP DL überexprimierenden HF1-3-Zellen (GFP-DL). Als Kontrolle wurde eine GFP 
überexprimierende Zelllinie (GFP) eingesetzt. Nachweis mit Anti-hnRNP DL (DL) (Santa Cruz) und Anti-β-Aktin als 
Ladekontrolle. Die Menge für hnRNP DL wurde mit dem Programm Image Lab bestimmt und auf die Menge von β-Aktin 
normiert. n = 3. * p-Wert < 0,05. Größenangabe in kDa. B qPCR gegen hnRNP DL in GFP-hnRNP DL überexprimierenden  
HF1-3-Zellen (GFP-DL). Als Kontrolle wurde eine GFP überexprimierende Zelllinie (GFP) eingesetzt. Gezeigt ist die 
Quantifizierung der Isoformen hnRNP DL 7/9 und 8/9. Die Werte wurden auf RPLP0 normalisiert. n = 3. * p-Wert < 0,05. 
 
3.2.2.3 hnRNP DL reguliert das Spleißen der eigenen prä-mRNA im Minigen-Kontext 
Um die Regulation des eigenen Spleißens zu testen und isoliert betrachten zu können, wurde ein Minigensystem 
entwickelt. Dabei wurde der 3’ UTR von hnRNP DL an das Gen der Firefly-Luziferase in dem Plasmid pDL fusioniert 
(Abb. 3.22 A). Somit konnte simultan das Spleißmuster sowie das Proteinlevel nach einer hnRNP DL 
Überexpression unabhängig von einem endogenen Hintergrund bestimmt werden. 
Das Verhalten des Minigens wurde nach Überexpression mit hnRNP DL bzw. GFP als Kontrolle in HeLa-Zellen 
analysiert. Die Überexpression wurde in einem Western Blot überprüft und liegt bei ca. 14fach verglichen mit 
der Menge des Proteins in der GFP-Kontrolle (Abb. 3.22 B). Das Spleißen nach der Überexpression wurde in einer 
RT-PCR überprüft (Abb. 3.22 D). Hier sieht man eine deutliche Reduktion von Isoform 7/9, während Isoform 8/9 
zunimmt. Da nur die mRNA von Isoform 7/9 zu einem Protein führt, während die mRNA von Isoform 8/9 
degradiert wird, können die Änderungen auf Spleißebene auch auf Ebene der Luziferase-Aktivität bestimmt 
werden. Die Reduktion von Isoform 7/9 spiegelt sich in einer 5fach reduzierten Luziferase-Aktivität wieder (Abb. 

















































Es konnte also auch im Minigensystem bestätigt werden, dass hnRNP DL das Spleißen der eigenen prä-mRNA 
zugunsten der unproduktiven mRNA Isoform verschiebt. Um die Bindestelle im 3’ UTR von hnRNP DL eingrenzen 
zu können, wurden weitere Minigen-Analysen durchgeführt. 
 
 
Abbildung 3.22 hnRNP DL reguliert das Spleißen der eigenen prä-mRNA im Minigen-Kontext 
A Schema des Luziferase-hnRNP DL Minigen-Konstrukts. Der gesamte 3’ UTR von hnRNP DL (schwarz und blau) wurde an das 
Gen der Firefly-Luziferase (grau) in dem Vektor pDL angefügt. Durch alternatives Spleißen können zwei mRNA Isoformen 
entstehen, die sich durch das Vorhandensein von Exon 8 (blau) unterscheiden. B Western Blot der hnRNP DL Überexpression 
(DL) in HeLa-Zellen. Als Kontrolle wurde GFP (GFP) überexprimiert. Nachweis mit Anti-hnRNP DL (DL) (Santa Cruz) und          
Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. Größenangabe in kDa. C Luziferase-Aktivität des Luziferase-hnRNPDL-Minigens (3’ UTR DL) 
sowie der Kontrolle (Luc, Luziferase ohne Fusion) nach Überexpression von GFP als Kontrolle (GFP) und hnRNP DL (DL). Die 
Aktivität wurde auf die Renilla-Luziferase als Transfektionskontrolle normiert. n = 4, ** = p-Wert < 0,01. D RT-PCR des 
Luziferase-hnRNPDL-Minigens nach Überexpression mit GFP als Kontrolle (GFP) oder hnRNP DL (DL). Die kurze Isoform (ohne 
Exon 8) wird als 7/9 bezeichnet, die lange Isoform (mit Exon 8) wird als 8/9 bezeichnet.  
 
3.2.2.4 Eingrenzen der hnRNP DL Bindestelle im Minigensystem 
Zur Identifizierung der hnRNP DL Bindestelle wurde das Minigensystem pcAT7-CDMS2A verwendet  
(Abb. 3.23)111. Auf dem Plasmid flankieren zwei konstititutive Exons des PTPRC Gens ein alternatives Exon. Dieses 
Exon kann durch das zu untersuchende alternative Exon mit umliegenden intronischen Bereichen ersetzt 
werden. Dadurch kann das Spleißen isoliert und in vivo betrachtet werden und zum Beispiel durch 
Überexpression oder knockdown der Einfluss bestimmter Spleißfaktoren auf das alternative Exon getestet 

















































werden. Die Inklusion des Exons wird anschließend durch ein Oligonukleotidpaar in den konstitutiven Bereichen 
untersucht. Die Expression erfolgt unter Kontrolle eines Act/Glo Promotors und gewährleistet somit eine 
physiologische Expression. Da keine translationsfähige mRNA entsteht, erfolgt kein Abbau durch den NMD-
Mechanismus, wodurch das tatsächliche Spleißmuster analysiert werden kann. 
 
 
Abbildung 3.23 Übersicht des pcAT7-CDMS2A Minigens 
Zwei konstititutive Exons des PTPRC Gens (grau) flankieren ein alternatives Exon (weiß). Durch Verwendung zweier 
Restriktionsschnittstellen (RS) kann dieses alternative Exon gegen ein anderes zu untersuchendes ausgetauscht werden 
(grün). Dabei werden auch umliegende intronische Sequenzen eingefügt (grüne Linie). Mit einem Oligonukleotidpaar in den 
konstitutiven Exons kann die Inklusion des Exons untersucht werden. Minigen nach111. 
 
Das Minigensystem pcAT7-CDMS2A wurde zur Untersuchung des alternativen Exons von hnRNP DL verwendet. 
Eine Übersicht gibt Abbildung 3.24. Der eingebrachte Bereich von hnRNP DL ist grau hinterlegt und wurde über 
die Schnittstellen BsrGI und BglII in das Plasmid pcAT7-CDMS2A eingefügt. 
 
 
Abbildung 3.24: Übersicht der pcAT7-DL-Konstrukte  
A Das Minigensystem beinhaltet 2 konstitutive Exons (Boxen) des PTPRC Gens mit flankierenden Introns (grau). Über die 
Schnittstellen BsrGI und BglII wurde das alternative Exon 8 von hnRNP DL (blau) mit unterschiedlich langen, flankierenden 
Bereichen der Introns (Striche) eingefügt. Die Zahlen über den Introns geben die Länge der eingefügten Bereiche an. B Bereich 
zwischen den Schnittstellen BsrGI und BglII der Konstrukte hnRNP DL 1-7. hnRNP DL Exon 8 ist blau, hnRNP DL Introns sind 





































Die umliegenden Bereiche von Exon 8 wurden so gewählt, dass alle regulatorischen Elemente, die an dessen 
Spleißregulation beteiligt sind, auch in dem Minigen enthalten sind. Intronische regulatorische Elemente liegen 
meist bis zu 200 nt auf- oder abwärts von dem Exon112. Bei dem initialen Konstrukt DL 1 wurde deshalb das Exon 
mit 200 nt von Intron 7 sowie 600 nt von Intron 8 in das Minigensystem eingebracht. Dabei wurde die natürliche 
Länge der Introns, Intron 7 hat eine Länge von 369 nt und Intron 8 eine Länge von 679 nt, berücksichtigt. In den 
Konstrukten DL 2 und DL 3 wurde jeweils einer der Bereiche auf 50 nt verkürzt. In DL 4 sind die Bereiche beider 
Introns auf 50 nt gekürzt. Diese 50 nt sollten erhalten bleiben, um das Vorhandensein der 5’ und 3’ SS zu 
garantieren. 
Die Minigene DL 1-4 wurden in HeLa-Zellen mit und ohne Überexpression von hnRNP DL getestet. Bei 
Vorhandensein der Bindestelle im Minigensystem wird eine Änderung des Spleißens zugunsten der langen 
Isoform erwartet. Die Konstrukte wurden parallel mit dem Überexpressionsplasmid für hnRNP DL bzw. GFP als 
Kontrolle transient in HeLa-Zellen transfiziert. Anschließend wurde das Spleißmuster der Minigene überprüft 
(Abb. 3.25).  
DL 1 zeigt ohne Überexpression ein gleiches Verhältnis der kurzen und langen Isoform, dieses wird durch die 
Überexpression zugunsten der langen Isoform (+ E8) verschoben. Dies bestätigt, dass die hnRNP DL Bindestelle 
in dem Bereich 200 nt abwärts der 3’ SS und 600 nt abwärts der 5’ SS enthalten ist. Eine erhöhte Anwesenheit 
der Isoform 8/9 im Vergleich zu dem endogenen Verhältnis, bei dem hauptsächlich die kurze Isoform 
nachgewiesen wird, kann durch die fehlende Degradation im NMD-Mechanismus dieser mRNA erklärt werden, 
da das Minigen keine translationsfähige mRNA produziert. Außerdem können Bindestellen für andere 
Spleißfaktoren in den umliegenden Bereichen vorhanden sein, die das Verhältnis der Isoformen beeinflussen. Bei 
DL 3 ist ebenfalls ein hnRNP DL abhängiger Effekt zu sehen. Dies grenzt die Bindestelle von hnRNP DL ein und 
zeigt, dass sie sich nicht in Intron 8 von 50 bis 600 nt abwärts der Spleißstelle befindet. Die Reaktion der 
Konstrukte DL 2 und DL 4 auf die hnRNP DL Überexpression lässt sich nicht auswerten, da bereits in der Kontrolle 
fast ausschließlich die Isoform mit Exon 8 (+ E8) gebildet wird und somit kein weiterer Anstieg dieser Isoform 
mehr beobachtet werden kann. Diese Verschiebung könnte an dem Wegfallen einer unabhängigen Silencer 
Sequenz in Intron 7 (zwischen 200 und 50 nt aufwärts der Spleißstelle) liegen.  
 
 







Abbildung 3.25 Eingrenzen der hnRNP DL Bindestelle im Minigensystem mit den Konstrukten DL 1-4 
A Übersicht der in pcAT7-CDMS2A eingebrachten Sequenz von hnRNP DL. Blau zeigt Exon 8 von hnRNP DL, die schwarzen 
Striche davor kennzeichnen Intron 7, die Striche dahinter Intron 8. Die Zahlen geben die Länge der umliegenden Bereiche an. 
B Minigen-Analyse in HeLa-Zellen nach hnRNP DL Überexpression. Die Konstrukte DL 1-4 wurden in HeLa-Zellen transfiziert 
und parallel dazu entweder hnRNP DL (+) oder GFP (-) als Kontrolle überexprimiert. Nach 24 h wurde das Spleißmuster 
analysiert. Dazu wurden Oligonukleotide verwendet, die im konstitutiven Bereich der mRNA binden und Plasmid spezifisch 
sind. - E8 bezeichnet dabei die mRNA, in der Exon 8 nicht vorliegt, während + E8 das Vorhandensein von Exon 8 auf der mRNA 
angibt. M = Größenstandard in bp. 
 
Damit sekundäre Effekte, die möglicherweise durch die hnRNP DL Überexpression entstehen, ausgeschlossen 
werden können, wurde das Spleißverhalten von DL 1 ebenfalls nach einem transienten hnRNP DL knockdown 
überprüft. Dazu wurde das Minigen zusammen mit der siRNA gegen hnRNP DL in HeLa-Zellen transfiziert. Der 
knockdown wurde nach 24 h im Western Blot überprüft (Abb. 3.26 A) und beträgt nach Quantifizierung der 
Bandenintensität ca. 50%. Parallel dazu wurde das Spleißmuster analysiert (Abb. 3.26 B). Das Verhältnis der 
Isoformen verschiebt sich durch den hnRNP DL knockdown zugunsten der kurzen Isoform (- E8) und zeigt damit 
den gegenteiligen Effekt der Überexpression.  
Dies bestätigt die Ergebnisse, dass hnRNP DL das Spleißen der eigenen prä-mRNA reguliert und deutet auf ein 
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Abbildung 3.26 hnRNP DL knockdown fördert Exklusion des alternativen hnRNP DL Exons 
A Western Blot nach hnRNP DL knockdown. Das Minigen DL 1 sowie die siRNA gegen hnRNP DL (DL) oder eine Kontroll-siRNA 
(K) wurden in HeLa-Zellen kotransfiziert. Nach 24 h wurde die Effizienz des knockdowns überprüft. Nachweis mit  
Anti-hnRNP DL (DL) (Santa Cruz) und Anti-β-Aktin als Ladekontrolle. Größenangabe in kDa. B RT-PCR des DL 1 Minigens nach 
hnRNP DL knockdown. Das Minigen DL 1 (Schema siehe Abbildung 3.25) sowie die siRNA gegen hnRNP DL (DL) oder eine 
Kontroll-siRNA (K) wurden in HeLa-Zellen kotransfiziert. Nach 24 h wurde das Spleißmuster analysiert. Dazu wurden 
Oligonukleotide verwendet, die im konstitutiven Bereich der mRNA binden und Plasmid spezifisch sind. - E8 bezeichnet dabei 
die mRNA, in der Exon 8 nicht vorliegt, während + E8 das Vorhandensein von Exon 8 auf der mRNA angibt.  
M = Größenstandard in bp. 
 
Um die hnRNP DL Bindestelle weiter eingrenzen zu können, wurden zunächst weitere Verkürzungen von Intron 
7 vorgenommen. Die Konstrukte DL 5 und DL 6 wurden ausgehend von Konstrukt DL 3 konstruiert. Intron 7 wurde 
dafür um je 50 nt verkürzt. DL 5 enthält 150 nt von Intron 7 aufwärts der 3’ SS, DL 6 enthält 100 nt (Abb. 3.27 A). 
Das Spleißverhalten wurde auf die gleiche Weise wie bei DL 1-4 in HeLa-Zellen nach einer hnRNP DL 
Überexpression untersucht. Dabei zeigte sich, dass beide Konstrukte auf die hnRNP DL Überexpression durch 
eine erhöhte Inklusion von Exon 8 reagieren (Abb. 3.27). Dies zeigt, dass die Bindestelle von hnRNP DL in den 
Konstrukten enthalten ist und grenzt die Bindestelle weiter ein. 
Um zu testen, ob sich die Bindestelle in den intronischen Bereichen oder in Exon 8 befindet, wurde das Konstrukt 
DL 7 hergestellt. Hier wurde ausschließlich Exon 8 in das Minigensystem pcAT7-CDMS2A eingebracht, dieses ist 
flankiert von den PTPRC Introns. Nach Überexpression mit hnRNP DL konnte keine Änderung des Spleißens 
beobachtet werden. Dies zeigt, dass die Bindestelle nicht in Exon 8 sondern in den intronischen Bereichen 
lokalisiert ist. Dafür kommen sowohl der Bereich 100-1 nt aufwärts der 3’ SS in Intron 7, als auch der Bereich       

























Abbildung 3.27 Eingrenzen der hnRNP DL Bindestelle im Minigensystem mit den Konstrukten DL 5-7 
A Übersicht der in pcAT7-CDMS2A eingebrachten Sequenz von hnRNP DL. Blau zeigt Exon 8 von hnRNP DL, die schwarzen 
Striche davor kennzeichnen Intron 7, die Striche dahinter Intron 8. Die Zahlen geben die Länge der umliegenden Bereiche an. 
DL 7 enthält Exon 8 von hnRNP DL, umliegend sind die Introns von PTPRC (grau).  B Minigen-Analyse in HeLa-Zellen nach 
hnRNP DL Überexpression. Die Konstrukte DL 5-7 wurden in HeLa-Zellen transfiziert und parallel dazu entweder hnRNP DL 
(+) oder GFP (-) als Kontrolle überexprimiert. Nach 24 h wurde das Spleißmuster analysiert. Dazu wurden Oligonukleotide 
verwendet, die im konstitutiven Bereich der mRNA binden und Plasmid spezifisch sind. - E8 bezeichnet dabei die mRNA, in 
der Exon 8 nicht vorliegt, während + E8 das Vorhandensein von Exon 8 auf der mRNA angibt. 
 
3.2.2.5 Interaktion von hnRNP DL mit biotinylierter RNA 
In Kapitel 3.2.2.4 wurde der Bindebereich von hnRNP DL mit Hilfe von Minigenen eingegrenzt. Dabei konnte 
gezeigt werden, dass der Bereich 100-1 nt aufwärts der 3’ SS in Intron 7 als auch der Bereich 1-50 nt abwärts der 
5’ SS in Intron 8 potentielle Bindestellen für hnRNP DL darstellen.  
Um die Interaktion zwischen hnRNP DL und der RNA weiter zu untersuchen, wurde ein Biotin-RNA-Pulldown 
durchgeführt. Zum einen wurde das Konstrukt DL 6 ausgewählt, da hier im Minigen noch eine Regulation des 
Spleißens durch hnRNP DL stattfindet. Außerdem wurde Exon 8 alleine getestet, um die Ergebnisse der     
Minigen-Analyse zu bestätigen. Die RNA wurde in vitro transkribiert und anschließend mit Biotin am 5’ Ende 
markiert. Dadurch konnte die RNA an magnetische Streptavidin-Dynabeads gekoppelt werden. Für den Pulldown 
wurde ein Gesamtprotein-Extrakt aus HeLa-Zellen eingesetzt. Nach Inkubation von RNA und Proteinextrakt 
wurden die nicht-bindenden Proteine durch Waschen entfernt und die gebundenen Proteine schließlich durch 
Aufkochen im Proteinauftragspuffer von den Dynabeads gelöst. Die Proteine wurden direkt für einen Western 
Blot eingesetzt und die Bindung mit Antikörpern gegen hnRNP DL überprüft (Abb. 3.28). Der Western Blot zeigt 
eine Bindung von hnRNP DL an DL 6, während für Exon 8 keine Bande für hnRNP DL nachgewiesen werden 






_ _ _+ + +

















Abbildung 3.28 RNA-Biotin-Pulldown mit HeLa-Zellextrakt 
A Übersicht der Konstrukte für RNA-Biotin-Pulldown. Blau zeigt das Exon 8 von hnRNP DL, die schwarzen Striche die 
umliegenden Introns. Die Zahlen geben die Anzahl der Nukleotide der umliegenden Introns an. B Western Blot gegen  
hnRNP DL nach RNA-Biotin-Pulldown. Die Konstrukte wurden in vitro transkribiert, biotinyliert und an Streptavidin-
Dynabeads gekoppelt. Diese wurden dann mit HeLa-Zellextrakt inkubiert und die gebundenen Proteine für einen Western 
Blot eingesetzt. Nachweis mit Anti-hnRNP DL (DL) (Santa Cruz). Als Kontrolle wurden 20 µg HeLa-Zellextrakt aufgetragen 
(Input). 
 
3.2.2.6 hnRNP DL bindet 50 nt auf- oder abwärts der Spleißstellen 
Sowohl die Minigen-Analyse als auch ein Pulldown mit biotinylierter RNA zeigen, dass die Bindestelle für hnRNP 
DL in Intron 7, 1-100 Nukleotide aufwärts der 3’ SS, oder in Intron 8, 1-50 nt abwärts der 5’ SS, liegt. 
Interessanterweise enthält Intron 7 die Sequenz für ein bekanntes hnRNP DL Bindemotiv. Dieses Motiv TTAA ist 
essentiell für die Bindung von hnRNP DL an das IRES Element der NKRF mRNA und kommt zweimal in dem Bereich 
vor der 3’ SS vor72. Um die Funktion dieser Motive zu überprüfen, wurde das Luziferase-hnRNP DL Minigen-
Konstrukt (Kapitel 3.2.2.3) verwendet. Durch die Deletion des Bereichs 100-50 Nukleotide vor der 3’ SS in Intron 
7, der beide TTAA Motive enthält, wurde überprüft, ob sich die hnRNP DL Bindestelle innerhalb dieses Bereichs 
befindet. Entsprechend wurde das Konstrukt Luc-hnRNPDL_∆100-50 (kurz ∆100-50) benannt.  
Das Spleißverhalten wurde in HeLa-Zellen nach einer hnRNP DL Überexpression untersucht, als Kontrolle wurde 
der Wildtyp von hnRNP DL ohne Deletion (WT) verwendet. Es zeigt sich, dass beide Konstrukte auf die hnRNP DL 
Überexpression durch eine erhöhte Inklusion von Exon 8 reagieren (Abb. 3.29). Dies zeigt, dass die Bindestelle 
von hnRNP DL enthalten ist und diese demnach nicht in der deletierten Sequenz 100-50 nt aufwärts der 3’ SS 
liegt. Die Bindung erfolgt also nicht an eines der beiden TTAA Motive. Die Inklusion von Exon 8 ist hier schwächer 
als in Abbildung 3.22, was an einer weniger starken Überexpression von hnRNP DL liegen könnte. Somit kommen 
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Abbildung 3.29 Eingrenzen der Bindestelle durch Deletion in Intron 7  
A Übersicht der pDL-hnRNPDL Minigene. Der gesamte 3’ UTR von hnRNP DL wurde hinter den ORF der Luziferase (ORF Luc, 
grau) in pDL eingebracht (WT). ∆100-50 gibt den deletierten Bereich vor der 3’ SS in Intron 7 an. Blau zeigt Exon 8 von  
hnRNP DL, die schwarzen Striche davor kennzeichnen Intron 7, die Striche dahinter Intron 8. B Minigen-Analyse in HeLa-Zellen 
nach hnRNP DL Überexpression. Die Konstrukte WT und ∆100-50 wurden in HeLa-Zellen transfiziert und parallel dazu 
entweder hnRNP DL (DL) oder GFP als Kontrolle überexprimiert. Nach 24 h wurde das Spleißmuster analysiert. Dazu wurden 
Oligonukleotide verwendet, die im konstitutiven Bereich der mRNA binden und Plasmid spezifisch sind. 7/9 bezeichnet dabei 
die mRNA, in der Exon 8 nicht vorliegt, während 8/9 das Vorhandensein von Exon 8 auf der mRNA angibt. C Sequenz des 
deletierten Bereichs in ∆100-50 von hnRNP DL in Intron 7. Grau umrandet ist das putative Bindemotiv gezeigt. 
 
3.2.3 Crossregulation von hnRNP DL und hnRNP D 
Eine Crossregulation bekannter hnRNP Proteine wurde beispielsweise für die Proteine hnRNP L und hnRNP LL 
gezeigt56. Hier wurde gezeigt, dass hnRNP L das eigene Spleißen sowie das Spleißen von hnRNP LL in einem 
negativen feedback loop reguliert. Dadurch wird die reziproke Expression beider Proteine gewährleistet. Es 
wurde überprüft, ob auch zwischen hnRNP DL und dem verwandten hnRNP D eine Crossregulation stattfindet. 
Interessanterweise weist hnRNP D dieselbe Organisation des 3’ UTRs wie hnRNP DL auf. Auch hier ist ein 
Kassettenexon (Exon 9) lokalisiert, welches bei Vorhandensein in der mRNA diese für den Abbau im NMD 
markiert53.  
Zur Überprüfung wurden die vier Isoformen von hnRNP D in das Überexpressionsplasmid pCMV-MS kloniert 
























Abbildung 3.30 hnRNP D Isoformen 
Die Isoformen unterscheiden sich durch das Vorhandensein von Exon 2 und Exon 7 und sind nach ihrem Molekulargewicht in 
kDa benannt. RRM = RNA recognition motif. Verändert nach113. 
 
Außerdem wurde analog zu hnRNP DL ein Minigen-Konstrukt mit dem 3’ UTR von hnRNP D hinter dem Firefly-
Luziferase Gen in pDL hergestellt. Somit kann durch eine Kotransfektion des Minigens mit den 
Überexpressionsplasmiden und anschließender Luziferase-Messung das Spleißverhalten bestimmt werden. Der 
Ausschluss des alternativen Exons in beiden UTRs führt zu einer translationsfähigen mRNA, während die mRNA 
durch den Einschluss des Exons degradiert wird und somit die Aktivität der Luziferase sinkt.  
Die Überexpression der verschiedenen hnRNP Proteine war erfolgreich (Abb. 3.31 A). Die Messung der 
Luziferase-Aktivität zeigt, dass eine Crossregulation zwischen hnRNP D und hnRNP DL stattfindet (Abb. 3.31 B). 
hnRNP DL reguliert sowohl das Spleißen der eigenen mRNA sowie das Spleißen des alternativen Exons im 3’ UTR 
von hnRNP D, sodass die Aktivität der Luziferase etwa 5fach sinkt. hnRNP D45 und D42 sind ebenfalls in der Lage, 
das Spleißen der eigenen mRNA (5fach bzw. 6,8fach) sowie der mRNA von hnRNP DL (4,7fach bzw. 5,6fach) zu 
regulieren. hnRNP D40 hingegen zeigt weder einen Effekt auf die eigene (1,2fach), noch auf die mRNA von  
hnRNP DL (1,3fach), hnRNP D37 bewirkt in beiden Fällen eine ca. 2fache Reduktion der Luziferase-Aktivität. Diese 
Ergebnisse konnten durch eine Analyse des Spleißmusters in einer RT-PCR bestätigt werden (Abb. 3.31 C).  
Es findet also eine Crossregulation zwischen den Proteinen hnRNP D und hnRNP DL statt, diese Regulation erfolgt 
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Abbildung 3.31 Crossregulation von hnRNP DL und hnRNP D 
A Western Blot der Überexpression von hnRNP DL (DL) und hnRNP D (D45, D42, D40, D37). Nachweis mit Anti-hnRNP DL (DL) 
(Santa Cruz), Anti-hnRNP D und Anti-HSP60 als Ladekontrolle. Größenangabe in kDa. B Luziferase-Aktivität des Luziferase-
hnRNPDL/hnRNPD-Minigens (3’ UTR DL/D) sowie der Kontrolle (Luc, Luziferase ohne Fusion) nach Überexpression von GFP 
als Kontrolle (GFP), hnRNP DL (DL) und hnRNP D (D45, D42, D40, D37). Die Aktivität wurde auf die Renilla-Luziferase als 
Transfektionskontrolle normiert. n = 3, ** = p-Wert < 0,01. C RT-PCR des Luziferase-hnRNPDL/hnRNPD-Minigens nach 
Überexpression mit GFP als Kontrolle (GFP), hnRNP DL (DL) oder hnRNP D (D45, D42, D40, D37). Die kurze hnRNP DL Isoform 
(ohne Exon 8) wird als 7/9 bezeichnet, die lange hnRNP DL Isoform (mit Exon 8) wird als 8/9 bezeichnet. Für hnRNP D wird 





























































































4.1 Alternatives Spleißen von MAX unter Hypoxie 
Es wurden zwei mRNA Isoformen von MAX identifiziert, die unter Hypoxie induziert werden.  Die initiale Studie 
war ein Exon Array, der in HUVEC unter Hypoxie durchgeführt wurde92. Als erste genomweite Studie unter 
hypoxischen Bedingungen wurden in Endothelzellen neun Gene identifiziert, die bisher noch nicht in 
Zusammenhang mit Hypoxie gebracht wurden. MAX ist ein Transkriptionsfaktor und wurde als erstes dieser Gene 
näher untersucht.  
Die beiden Isoformen (Isoform C und E) steigen unter Hypoxie 6fach (Isoform C) bzw. 3fach (Isoform E) an und 
kodieren für Proteine mit einem verkürzten C-Terminus (Abb. 3.3). Beide Isoformen wurden bereits in früheren 
Studien identifiziert103,104. Es wurde gezeigt, dass sie die transformierende Wirkung von c-MYC in vivo verstärken, 
während der Wildtyp sie reduziert104. Weiterhin wurde kürzlich gezeigt, dass Isoform C zum Tumorwachstum in 
Glioblastom-Zellen beiträgt114. Welche Funktion die Hochregulation beider mRNAs in Endothelzellen unter 
Hypoxie ausübt, wurde im Folgenden untersucht. 
4.1.1 MAX Isoform C wird durch den NMD degradiert 
Isoform C wird unter Hypoxie 6fach auf mRNA-Ebene hochreguliert. Es konnte gezeigt werden, dass durch das 
beibehaltene Kassettenexon in Intron 4 ein Abbau der mRNA durch den NMD-Mechanismus stattfindet. Die 
mRNA wird durch die Exon-Exon-Verknüpfung mehr als 50 nt hinter dem Terminationssignal für den  
NMD-Mechanismus markiert, dies konnte sowohl durch Behandlung der HUVEC mit dem Translationsinhibitor 
Cycloheximid als auch durch einen knockdown des NMD-Faktor UPF1 bestätigt werden (Abb. 3.5).  
Dies widerspricht den Ergebnissen aus Glioblastom-Zellen. Hier wurde gezeigt, dass Isoform C auf Proteinebene 
exprimiert wird. Das Protein weist im Vergleich zum Wildtyp einen verkürzten C-Terminus auf und trägt zum 
Tumorwachstum bei114. Eine mögliche Erklärung für die Expression von Isoform C in Glioblastom-Zellen könnte 
sein, dass der NMD-Mechanismus während der Gehirn-Entwicklung herunter reguliert ist115. Damit fällt  
Isoform C eine Funktion unter Bedingungen zu, bei denen der NMD-Mechanismus ausgeschaltet ist. Unter den 
getesteten Bedingungen in HUVEC wird die mRNA jedoch abgebaut und es kommt nicht zu einer Expression des 
verkürzten Proteins. 
Die Änderung des Spleißens dient also in diesem Fall nicht der Expression eines veränderten Proteins, sondern 
stellt vielmehr eine Möglichkeit des regulierten, unproduktiven Spleißens dar. Hier wird das veränderte Spleißen 
unter Hypoxie gezielt dazu verwendet, den Wildtyp zu reduzieren. Dieser auch AS-NMD genannte Mechanismus 
ist hauptsächlich für Speißfaktoren der SR und hnRNP Familien bekannt116, kommt darüber hinaus aber auch bei 
anderen Genen vor117. 
 
 





4.1.2 MAX Isoform E kodiert ein instabiles Protein 
Intron Retention 
Die mRNA von Isoform E entsteht durch ein beibehaltenes Intron (Intron 4). Dadurch entsteht ein Protein mit 
verkürztem und verändertem C-Terminus. Die mRNA von Isoform E ist 3fach induziert unter Hypoxie in 
Endothelzellen. Intron Retention galt bisher als das seltenste Spleißereignis118, jedoch wurde vor kurzem 
deutlich, dass es als weit verbreiteter Mechanismus in Säugetierzellen vorkommt und hier als 
Regulationsmechanismus zur Feinregulierung der Genexpression dient119. Der Mechanismus der Intron 
Retention kontrolliert beispielsweise die Granulozyten-Differenzierung sowie die entwicklungsspezifische 
Genexpression120,121. 
Fehlende Proteinexpression 
Zur Untersuchung der Proteinexpression wurde eine Fusion der CDS von Isoform E an einen FLAG-Tag zur 
erleichterten Proteindetektion gewählt. Interessanterweise konnte bei Überexpression von FLAG-E kein Protein 
in HeLa-Zellen nachgewiesen werden. Diverse Kontrollen bestätigten die fehlende Expression des Proteins, 
wobei die mRNA in hoher Abundanz nachgewiesen wurde (Abb. 3.6).  
Interessanterweise ist die mRNA-Menge von Isoform E nach Transfektion mit gleichen DNA-Mengen ca. 2fach 
reduziert (Daten nicht gezeigt). Für die gezeigten Experimente wurde deshalb eine erhöhte DNA-Menge 
transfiziert, da nur bei gleichen mRNA-Mengen Unterschiede in der Proteinexpression betrachtet werden 
können. Diese Reduktion deutet darauf hin, dass ein kotranslationaler Kontrollmechanismen wie der NMD, der 
Non-Stop-decay (NSD) oder der No-go decay (NGD) die mRNA bei der Translation für den Abbau markieren und 
somit kein Protein entsteht122.  Jedoch erfüllt die mRNA von Isoform E nicht die Kriterien, die sie zum Abbau 
markieren. Es fehlt ein vorzeitiges Stopcodon, das den Abbau im NMD auslöst und auch bei Behandlung der 
Zellen mit CHX oder knockdown des NMD-Faktors UPF1 ändert sich die mRNA Menge für Isoform E nicht  
(Abb. 3.5). Außerdem ist ein Terminationssignal vorhanden, sodass ein Abbau im NSD nicht in Frage kommt. Der 
NGD wird durch verlangsamte Ribosomen eingeleitet, was durch Polylysin Codons, RNA Hairpin Strukturen oder 
seltene Codons ausgelöst wird, keines davon trifft für Isoform E zu. Außerdem spricht die erfolgreiche Translation 
bei Fusion an GFP und die reduzierte Halbwertszeit bei Fusion der Isoform E spezifischen Region an GFP gegen 
einen kotranslationalen Abbau der mRNA.  
Weiterhin kann ein Fehlen von Isoform E grundlegend durch fehlende Translation oder eine sehr geringe 
Proteinstabilität, also ein effizienter Abbau des Proteins, erklärt werden. Die Translatierbarkeit wurde in einem 
in vitro Ansatz bestätigt (Abb. 3.6), demnach kodiert Isoform E für ein sehr instabiles Protein. Dies wird von 
Västrik et al. bestätigt, die Isoform E bereits als instabiles Protein in Leukämiezellen beschrieben haben104.  
Abbaumechanismus von Isoform E 
Für den Proteinabbau in humanen Zellen kommen zwei grundlegende Mechanismen in Frage, der Abbau durch 
das Proteasom oder der Abbau in Lysosomen. Das Proteasom, welches nicht benötigte, fehlgefaltete oder 
beschädigte Proteine aus der Zelle entfernt, ist in Eukaryoten sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus 
lokalisiert123. In Isoform E wird der C-Terminus durch das beibehaltene Intron verändert. Dadurch ist der Leucin-





Zipper nicht vollständig, da das letzte Leucin durch Exon 5 kodiert wird und Wildtyp spezifisch exprimiert wird. 
Dadurch kann Isoform E möglicherweise nicht die natürliche Konformation einnehmen oder die Fähigkeit zur 
Dimerisierung verloren haben. Als ungefaltetes Protein oder durch einen unstrukturierten C-Terminus könnte 
Isoform E ein Ziel für den Proteasom vermittelten Abbau darstellen. Zur Markierung werden die Proteine in 
einem enzymatischen Prozess mit einer Poly-Ubiquitinkette an Lysinresten markiert, die dann vom Proteasom 
erkannt werden124. Da jedoch innerhalb der Isoform E spezifischen Region kein Lysin vorhanden ist, scheint das 
Protein nicht im Proteasom abgebaut zu werden.  
Jedoch gibt es auch einen Ubiquitin unabhängigen Abbauweg, wie er zum Beispiel für die Ornithin Decarboxylase 
(ODC) beschrieben ist. Hier wird der Abbau durch einen unstrukturierten 37 aa langen Bereich am C-Terminus 
ausgelöst. Innerhalb dieses sogenannten Degrons sind zwei aa C441A442 für den Abbau essentiell, ein weiteres 
Element ist am C-Terminus und wenig Sequenz konserviert125. Obwohl die Lokalisation am C-Terminus und die 
Länge des Degradationssignals (37 aa für ODC, 36 aa für Isoform E) mit den der Isoform E übereinstimmen und 
auch ein konserviertes CA-Dipeptid in Isoform E vorliegt, scheinen die Abbauwege nicht übereinzustimmen. 
Während die Degradation von ODC vom 26S Proteasom durchgeführt wird und MG132 sensitiv ist126, konnte für 
Isoform E keine Stabilisierung des Proteins unter diesen Bedingungen beobachtet werden (Abb. 3.14).  
Neben dem Proteinabbau im Proteasom werden fehlgefaltete Proteine oder ganze Organellen im Lysosom 
abgebaut127. Durch Inhibition dieses Abbauwegs durch Cloroquin, welches die Aktivität der lysosomalen Proteine 
blockiert, konnte jedoch keine Stabilisierung von Isoform E festgestellt werden (Abb. 3.14), sodass auch ein 
Lysosomen vermittelter Abbau ausscheidet. Auch durch den Einsatz weiterer Inhibitoren gegen Serinproteasen 
(AEBSF), Metalloproteasen (Phosphoramidon, Bestatin) oder Cysteinproteasen (Chymostatin, E-64, Leupeptin) 
konnte keine Stabilisierung von Isoform E festgestellt werden (Abb. 3.14).  
Da mit den durchgeführten Experimenten der Abbauweg von Isoform E nicht identifiziert werden konnte, aber 
ein Abbau durch das Proteasom und das Lysosom ausgeschlossen werden konnte, sind weitere Experimente 
notwendig. Ein experimenteller Ansatz könnte ein Pulldown-Assay sein. Dabei bietet es sich an, FLAG-E zunächst 
in vitro zu translatieren. Alternativ kann das Protein auch in E. coli exprimiert und anschließend, zum Beispiel 
über einen FLAG-Tag, aufgereinigt werden. Das Protein wird mit HeLa-Gesamtzellextrakt inkubiert, sodass die 
am Abbau beteiligten Proteine binden können. Mit Hilfe eines Antikörpers gegen den FLAG-Tag werden die 
Proteinkomplexe isoliert und können in der Massenspektrometrie analysiert werden. Durch die Identifikation 
beteiligter Proteine könnte der Abbaumechanismus aufgeklärt werden. 
Charakterisierung von Isoform E 
Um das Protein von Isoform E exprimieren und charakterisieren zu können, wurde die CDS an GFP fusioniert, da 
GFP in der Lage ist, Proteine zu stabilisieren107. Durch die GFP-Fusion wird Isoform E in HeLa-Zellen exprimiert 
(Abb. 3.8). Jedoch ist Isoform E auch mit GFP-Fusion deutlich schwächer exprimiert als der Wildtyp und es tritt 
ein Abbauprodukt auf, welches mit dem Antikörper gegen GFP nachgewiesen werden kann.  
Lokalisationsstudien zeigen, dass Isoform E sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus lokalisiert ist (Abb. 3.9), 
dies war aufgrund der fehlenden NLS in Isoform E zu erwarten. Das Molekulargewicht von Isoform E liegt bei 
14,3 kDa (ohne Fusion) und damit weit unter dem Diffusionslimit der Kernporen, das mehr als 60 kDa beträgt128, 





was die Lokalisation im Nukleus erklärt. Durch Anfügen einer NLS an das FLAG-E Konstrukt können minimale 
Proteinmengen nachgewiesen werden (Abb. 3.9), was für eine Stabilisierung des Proteins im Nukleus und 
demnach einen Abbauweg im Zytoplasma spricht. Jedoch kann damit nicht erklärt werden, warum die 
nachgewiesene Proteinmenge bei Expression von Isoform E mit NLS so gering ist im Vergleich zu der Expression 
des Wildtyps. 
Isoform E spezifische Domäne kodiert für ein Degradationssignal 
Die Isoform E spezifischen Aminosäuren allein sind ausreichend, um auch heterologe Proteine zu destabilisieren. 
Dies zeigt sich zum einen durch eine 33fach verringerte Aktivität der Luziferase bei Anfügen der E-spezischen 
Region (Abb. 3.11), zum anderen reduzieren die 36 aa auch die Halbwertszeit von GFP von ca. 10 h auf 2 h  
(Abb. 3.12). Dies bestätigt, dass die geringe Proteinmenge von einem schnelleren Abbau des gebildeten Proteins 
stammt. Dafür verantwortlich sind unter anderem die letzten 17 aa, bei deren Wegfall sich die Aktivität der 
Luziferase wieder erhöht. Auch 4 aa, die zwischen Mensch, Katze, Kuh, Ratte und Maus konserviert sind, erhöhen 
bei Mutation die Aktivität der Luziferase. Jedoch kann das Ausgangslevel auch bei Kombination beider 
Veränderungen nicht wiederhergestellt werden (Abb. 3.13).  
Durch ein Aminosäure-Screening, bei dem je eine aa beispielsweise gegen Alanin getauscht wird, könnte die 
funktional relevante Region innerhalb der E spezifischen Domäne weiter eingegrenzt werden. Auch ein 
Sequenzvergleich mit weiteren, weniger verwandten Arten könnte Aufschluss auf die verantwortlichen Bereiche 
geben. Außerdem stellt die Untersuchung der vorliegenden Konstrukte in anderen Zelltypen einen interessanten 
Ansatz dar, um die Generalität des Abbaus zu untersuchen. 
Die Effizienz der E spezifischen Region ist verglichen mit anderen Destabilisationssignalen, wie der PEST-Sequenz 
aus der Maus Ornithin Decarboxylase, deutlich stärker. Während die E spezifische Domäne die Aktivität 33fach 
reduziert, ist die Reduktion durch die PEST-Sequenz nur 7fach (Abb. 3.11). Damit eröffnen sich auch genetische 
Anwendungsmöglichkeiten ähnlich denen der PEST-Sequenz, um beispielsweise die Halbwertszeit von 
Reporterproteinen herabzusetzen108,129. Idealerweise sollte die E spezifische Region dafür jedoch zunächst besser 
charakterisiert werden. Interessant wäre, wie die Halbwertszeit herabgesetzt wird, oder ob das 
Degradationssignal auch bei N-terminaler Fusion oder innerhalb der CDS aktiv ist. Die Degradationssequenz von 
ODC befindet sich ebenfalls am C-Terminus und wird durch 37 aa kodiert. Diese Sequenz kann zwar auf 
heterologe Proteine übertragen werden, ist jedoch nur am C-Terminus aktiv125. Interessanterweise vermittelt 
diese Degradationssequenz auch den Abbau in Nicht-Vertebratenzellen wie bei Hefen130 und Pflanzen131.  
4.1.3 Funktionelle Bedeutung des unproduktiven Spleißens unter Hypoxie 
Beide unter Hypoxie induzierten MAX mRNA Isoformen sind unproduktiv und bilden kein Protein. Die Änderung 
des AS unter Hypoxie scheint daher viel mehr dazu zu dienen, die Proteinmenge des WTs herunter zu regulieren.  
Diese Form zur Reduktion eines Wildtyps durch AS wurde kürzlich auch für MDM4, den negativen Regulator von 
p53, gezeigt. Die Inaktivierung von p53 wird mit bösartigen Tumoren assoziiert und kann durch die 
Überexpression von MDM4 ausgelöst werden. Das Transkript der Spleißvariante MDM4-S (ohne Exon 6) wird bei 
Krebs induziert und das entsprechende Protein wurde in Transfektionsstudien als wirksamer p53 Inhibitor 





charakterisiert132. In einem in vivo Maus Modell hat sich nun gezeigt, dass die MDM4 Variante ohne Exon 6 zwar 
auf Transkriptebene exprimiert wird, das gebildete Protein hingegen instabil ist und das AS vielmehr zur 
Reduktion des Volllängenproteins dient133,134. Auch neuere Schätzungen vermuten, dass 68% der alternativen 
Transkripte, die durch Überspringen von Kassettenexons entstehen, für instabile Proteine kodieren135. 
Die Reduktion des MAX Wildtyps unter Hypoxie konnte in einem Western Blot bestätigt werden (Abb. 3.15). 
Interessanterweise liegt die Reduktion des Proteins bei ca. 50%, während die mRNA Menge des Wildtyps nur um 
ca. 20% sinkt. Neben dem AS scheint also ein weiterer Mechanismus die Translation oder die Proteinstabilität 
des Wildtyps zu reduzieren. Die Funktion dieser Reduktion sollte in weiterreichenden Studien näher untersucht 
werden.  
Eine Veränderung der Expression von MAX unter hypoxischen Bedingungen war bisher nicht bekannt. Bei 
anderen Mitgliedern des MYC/MAX/MXD Transkriptionsfaktor-Netzwerks hingegen ist eine Regulation bekannt. 
Während MYC auf Ebene der Translation und Proteinstabilität reduziert wird105, erfolgt eine Induktion des 
Antagonisten MXD2106. Durch diese Anpassung werden die aktivierenden MYC/MAX Komplexe gegen 
reprimierende MAX/MXD Komplexe an den Promotorbindestellen der Zielgene ausgetauscht. So wird ein 
Umschalten der Zielgene gewährleistet und eine Anpassung an hypoxische Verhältnisse ermöglicht. Welche Rolle 
eine Reduktion von MAX bei dieser Anpassung spielt, wurde durch eine Überexpression von MAX untersucht. 
Dazu wurden bekannte Zielgene des MYC/MAX Komplexes in einer qPCR getestet. Eine Auswertung der qPCR 
Daten erweist sich als schwierig, da die getesteten Referenzgene wie RPLP0 oder β-Aktin selbst durch die MAX 
Überexpression beeinflusst werden und somit nicht zur Normalisierung verwendet werden können (Abb. 3.16). 
Auch andere ribosomale Proteine scheiden als Referenzgene aus, da sie MYC abhängig reguliert werden136. Weit 
verbreitete Referenzgene wie GAPDH oder Cyclophilin scheiden aufgrund ihrer Hypoxie abhängigen Induktion 
ebenfalls aus137. 
Bei der Betrachtung der Zielgene ohne Normalisierung unter Normoxie wurde keine Veränderung bei einer MAX 
Überexpression festgestellt (Abb. 3.17). MAX scheint nicht der begrenzende Faktor unter Normoxie zu sein und 
für alle Bindungspartner in ausreichender Menge zur Verfügung zu stehen. Unter Hypoxie hingegen wird MAX 
herunterreguliert und könnte dadurch zum begrenzenden Faktor werden. Durch die Überexpression stehen 
wiederum genügend MAX Interaktionspartner für das induzierte MXD2 zur Verfügung, sodass die Zielgene 
schließlich herunterreguliert werden. MXD Proteine werden als MYC Antagonisten bezeichnet, da sie eine große 
Anzahl gemeinsamer Zielgene aufweisen und diese im Gegensatz zu MYC reprimieren93. Diese MXD abhängige 
Repression wurde unter anderem für CCND2138, CDC25A139 und eIF4E140 bestätigt.  
Die beiden Wildtyp Isoformen p21 und p22 unterscheiden sich in einer 9 aa langen Insertion am N-Terminus und 
unterscheiden sich durch ihre Fähigkeit zur Dimerisierung102. Die Ergebnisse der qPCR zeigen, dass die 
vorherrschend exprimierte Isoform p21 in HUVEC auch die funktionell bedeutsamere hinsichtlich der Regulation 
der Zielgene ist. 
Um die Funktion der MAX abhängigen Zielgenregulierung genomweit zu untersuchen, könnte nach 
Überexpression ein Deep-Sequencing erfolgen. Dies verspricht neue Einblicke in eine bisher wenig beachtete 
Rolle von MAX innerhalb des Transkriptionsfaktor-Netzwerks und wird neue Aspekte der Anpassung von 
Endothelzellen an hypoxische Bedingungen aufdecken. 






Durch AS findet eine schnelle Anpassung an sich ändernde Bedingungen statt. In diesem Fall werden zwei MAX 
mRNAs unter Hypoxie induziert, die jedoch als unproduktiv bezeichnet werden können. Während Isoform C ein 
Ziel für den NMD darstellt, handelt es sich bei Isoform E um ein instabiles Protein. Im Fokus der weiteren 
Forschung sollte der Abbaumechanismus von Isoform E stehen. Der Abbau wird durch eine 36 aa lange Sequenz 
vermittelt, die auf heterologe Proteine übertragen werden kann. Die Proteine haben eine deutlich reduzierte 
Halbwertszeit, werden aber weder im Proteasom noch durch Lysosomen degradiert. Somit besteht die 
Möglichkeit, einen bisher unbekannten Mechanismus des Proteinabbaus zu entdecken, der möglicherweise auch 
für andere Proteine eine Rolle spielt. 
Auch die Rolle von MAX im MYC/MAX/MXD Netzwerk sollte weiter untersucht werden. Der Wildtyp von MAX 
wird bei Hypoxie in Endothelzellen herunterreguliert und könnte dadurch einen großen Einfluss auf die 
Expression der Zielgene ausüben. Eine Rolle für MAX, die so bisher noch nicht bekannt ist. Durch eine 
genomweite Analyse kann der Einfluss auf Zielgene nach einer MAX Überexpression untersucht und somit die 
MAX abhängige, Zelltyp spezifische Anpassung von Endothelzellen an hypoxische Verhältnisse betrachtet 
werden. 
 
4.2 Regulation von hnRNP DL  
4.2.1 Die Rolle von hnRNP DL bei der Proliferation in Endothelzellen 
Das AS von hnRNP DL ändert sich unter Hypoxie zugunsten einer Isoform, die ein zusätzliches Exon im 3’ UTR 
enthält (Isoform 8/9). Diese Isoform stellt durch einen zusätzlichen Exon-Junction-Komplex im 3’ UTR ein Ziel für 
den NMD dar und ist somit ein Beispiel für unproduktives Spleißen und Abbau der mRNA (AS-NMD-
Mechanismus). Die Spleißänderung hat eine Reduktion der Proteinmenge unter Hypoxie zur Folge (Abb. 2.7).  
Der AS-NMD Mechanismus wurde kürzlich auch für einen weiteren ubiquitären Spleißfaktor, YT521 (YTH domain 
containing 1, YTHDC1), unter Hypoxie bestätigt. YT521 wird in Endometriumkarzinomzellen Hypoxie abhängig 
alternativ gespleißt und die Isoformen durch den AS-NMD reguliert. Die reduzierte Expression von YT521 ändert 
dabei das Spleißen der Krebs assoziierten Zielgene BRCA2 (breast cancer 2) und PGR (progesteron receptor)141. 
Die Funktion der Proteinreduktion von hnRNP DL wurde in dieser Arbeit mit Hilfe eines knockdown in 
Endothelzellen untersucht. Der knockdown führt hier zu einer reduzierten Proliferation (Abb. 3.18). hnRNP DL 
reguliert die Proliferation somit nicht nur in Krebszellen69,70, sondern auch in Primärzellen. Die Runterregulation 
von hnRNP DL durch den AS-NMD-Mechanismus steht dadurch in direktem Zusammenhang mit der Regulation 
der Proliferation unter Hypoxie. Endothelzellen werden durch Sauerstoffmangel zur Proliferation angeregt, um 
eine Neubildung von Gefäßen zu induzieren1,8. Bei länger anhaltender Hypoxie (48 h) hingegen werden 
energieverbrauchende Prozesse herunterreguliert und die Proliferation in HUVECs sinkt während die Apoptose 
zunimmt18,142. Welche Rolle die Reduktion von hnRNP DL und die damit verbundene reduzierte Proliferation 
unter Hypoxie einnimmt, sollte deshalb in weiterreichenden Studien untersucht werden. 





Eine weitere Frage ist der Mechanismus der Proliferationsaktivierung. In Prostatakrebszellen wird die 
Proliferation durch eine hnRNP DL abhängige Induktion des epidermal growth factor-receptor (EGFR) 
gesteigert69. Jedoch ist EGFR in Endothelzellen nicht exprimiert, sodass es an der hnRNP DL abhängigen 
Proliferation nicht beteiligt sein kann143. Die Regulation der Proliferation in Endothelzellen scheint außerdem 
unabhängig von dem einzigen bekannten Zielgen NKRF zu sein. hnRNP DL aktiviert die IRES abhängige Translation 
von NKRF und erhöht dessen mRNA Stabilität72,73, jedoch ändert sich die mRNA Menge von NKRF nicht nach 
einem knockdown von hnRNP DL in HUVEC85. 
Spleißfaktoren stellen einen interessanten Ansatz in Hinsicht auf therapeutische Ziele in der Krebsforschung dar, 
wie das Beispiel von SRSF1 zeigt. Der Spleißfaktor SRSF1 fördert die Proliferation von Brustepithelzellen. Eine 
Überexpression von SRSF1 fördert das AS von BIM und BIN1 zugunsten von Isoformen, die keine anti-
apoptotische Funktion mehr ausüben. Außerdem interagiert SRSF1 mit MYC und aktiviert eIF4E. SRSF1 kann 
Brustkrebs somit direkt oder durch sogenannte downstream Effekte fördern und stellt damit ein interessantes 
Ziel für Therapieansätze dar144. Dass auch eine entgegengesetzte Regulation möglich ist, zeigt der Spleißfaktor 
RBM4. Dieser reprimiert die Proliferation vieler Tumorzellen und ist der Gegenspieler von SRSF1 bei der 
Aktivierung des mTOR Weges. RBM4 induziert das AS der pro-apoptotischen BCL-x Isoform und ist selbst in vielen 
Krebszellen reduziert145.  
hnRNP DL ist in Krebszellen hochreguliert und fördert deren Proliferation. Gleichzeitig erfolgt eine Reduktion des 
Proteinlevels unter Hypoxie in Endothelzellen. Wie diese Reduktion sich auf die Anpassung an hypoxische 
Verhältnisse auswirkt und welche Faktoren für die Regulation der Proliferation verantwortlich sind, sollte in 
einem genomweiten Ansatz untersucht werden. Auch die Analyse von Bindestellen mit Hilfe eines CLIP (cross-
linking and immunoprecipitation) würde Aufschluss über die Funktionsweise des Proteins geben.  
4.2.2 hnRNP DL Auto- und Crossregulation 
Autoregulation und AS-NMD von hnRNP DL in HeLa-Zellen 
Das AS von hnRNP DL wurde zunächst in Endothelzellen unter Hypoxie identifiziert. Es wird eine alternative 
mRNA Isoform unter Hypoxie induziert, die durch den NMD abgebaut wird und somit zu einer Reduktion der 
Proteinexpression beiträgt.  
In HeLa-Zellen konnte nun gezeigt werden, dass hnRNP DL in der Lage ist, das eigene Spleißen in einem 
autoregulatorischen feedback loop zu steuern (Abb. 3.21 und 3.22). Gezeigt wurde dies anhand einer  
GFP-hnRNP DL-Fusion, die stabil in eine HeLa-Zelllinie eingebracht wurde. Die Fusion an GFP erlaubt die Analyse 
des endogenen Proteinlevels, da durch den Größenunterschied beide Proteine getrennt voneinander betrachtet 
werden können (Abb. 3.21).  
Der AS-NMD-Mechanismus ist für die meisten Proteine der SR und hnRNP Familien bekannt und ist oft mit 
ultrakonservierten Elementen verbunden46,48, wie es auch bei hnRNP DL der Fall ist. Die Verbindung von AS-NMD 
mit einer Autoregulation wurde außerdem für hnRNP L56 und PTB 146 bestätigt. Anzumerken ist auch, dass einige 
Spleißfaktoren einer Autoregulation unterliegen, die NMD unabhängig stattfindet. Gezeigt wurde dies für  
TDP-43, welches bei hoher Abundanz an den eigenen 3’ UTR bindet und durch einen neuen Mechanismus, einer 





Kombination aus Spleißänderungen, Auswahl der Poly-Adenylierungsstelle und mRNA Stabilität, die eigene 
Expression reduziert147.  
Intronic splicing enhancer in hnRNP DL 
HnRNP DL reguliert das eigene Spleißen durch die Aktivierung eines Exons im 3’ UTR. Für hnRNP DL wurden bisher 
einige Bindepräferenzen publiziert, jedoch konnte zu keiner der Sequenzen eine Homologie innerhalb des 3’ UTR 
von hnRNP DL gefunden werden66,78,81,82. Deshalb wurde zur Identifizierung der hnRNP DL Bindestelle auf der 
eigenen prä-mRNA das Minigensystem pcAT7 verwendet. Durch Verkürzungen der Introns auf beiden Seiten des 
alternativen Exons konnte die mögliche Sequenz schließlich auf 50 nt vor dem Exon bzw. 50 nt hinter dem Exon 
eingegrenzt werden. Das Binden innerhalb des Exons wurde im Minigensystem und in einem Pulldown 
ausgeschlossen (Abb. 3.27 und Abb. 3.28). 
Eine Bindung innerhalb des Introns passt gut zu veröffentlichten Daten, bei denen hnRNPs beim Binden im Intron 
das Spleißen aktivieren37. Dies passt auch zu den Daten von Rossbach et al., bei der hnRNP L durch Binden im 
Intron der eigenen prä-mRNA aufwärts eines schlecht definierten Exons das Spleißen aktiviert56. Bindet hnRNP L 
hingegen im Exon 4 oder 5 von CD45, werden diese Exons ausgeschlossen148. 
Intronic splicing silencer Elemente in hnRNP DL 
HnRNP DL reguliert das Spleißen der eigenen prä-mRNA, indem es als Aktivator die Inklusion von Exon 8 fördert. 
Bei normaler Expression von hnRNP DL in HeLa-Zellen ist der Einschluss von Exon 8 geringer und das Verhältnis 
liegt auf der Seite der kürzeren Isoform. 
Dies impliziert, dass ein unbekannter Silencer den Einschluss von Exon 8 inhibiert. Interessanterweise wurde bei 
der Minigen-Analyse in dem pcAT7-System eine Sequenz gefunden, die bei Deletion zu vollständiger Inklusion 
von Exon 8 führt (DL 2, Abb. 3.25). In diesem Konstrukt wurde der Bereich von Intron 7 aufwärts der 3’ SS von 
200 nt auf 50 nt verkürzt. Bei den Konstrukten DL 5 und DL 6 zeigte sich noch keine vollständige Inklusion, was 
für eine Silencer Sequenz in der Region 100-50 nt aufwärts der 3’ SS spricht. Im Vergleich zwischen DL 5 und        
DL 6 nimmt die Inklusion durch eine Deletion der Region 150-100 nt aufwärts der 3’ SS geringfügig zu, sodass 
auch innerhalb dieser Region eine Silencer Bindestelle liegen könnte.  
Als die Sequenz 100-50 nt aufwärts der 3’ SS in dem pDL Minigen deletiert wurde (∆100-50), um sie als potentielle 
hnRNP DL Bindestelle zu testen, zeigte sich jedoch keine erhöhte Inklusion. Da die Isoform mit Exon 8 jedoch in 
diesem Fall NMD sensitiv ist, könnte die Induktion durch den Abbau der mRNA maskiert sein. Die Deletion sollte 
daher in einem NMD unabhängigen Minigen betrachtet werden, oder es sollte in dem vorhandenen Konstrukt 
die Luziferase-Aktivität gemessen werden. Eine Reduktion der produktiven Isoform ohne Exon 8 könnte in dem 
sensitiven Luziferase-System gemessen werden. Möglicherweise wird die Silencer Sequenz in dem Kontext des 
gesamten 3’ UTRs wie er in dem pDL System vorkommt auch durch weitere Faktoren kompensiert. Durch die 
Analyse von DL 7 wird vermutet, dass ein weiteres Silencer Element in Exon 8 lokalisiert ist, da das Exon hier nicht 
eingeschlossen wird. 
Ein Spleißereignis ist oft ein Zusammenspiel von verschiedenen cis und trans Spleißfaktoren. RBM24 ist ein 
Muskel spezifischer Spleißfaktor und fördert die Inklusion des alternativen Exons des Naca Gens. Hierbei wird 
das AS Muskel spezifischer Exons durch PTB und hnRNP A1/A2 inhibiert, bis RBM24 exprimiert wird und den 





Einschluss der Exons fördert149. Eine genomweite Analyse mehrerer hnRNP Proteine zeigt, dass die meisten AS 
Ereignisse durch mehrere Faktoren reguliert werden. hnRNPs die an der Spleißregulation beteiligt sind können 
dabei gemeinsam aktivieren oder reprimieren, aber auch antagonistisch wirken150. 
Durch welchen Faktor Exon 8 in hnRNP DL inhibiert wird, bleibt zu klären. Ein interessanter Ansatz ist dabei der 
Einsatz eines heterologen Systems, in das zu untersuchende Sequenzen eingebracht werden können, um sie 
isoliert zu betrachten. 
Weitere Experimente zur Identifizierung der hnRNP DL Bindestelle 
Die Bindestelle von hnRNP DL wurde auf insgesamt 100 nt eingegrenzt und liegt entweder 50 nt auf- oder abwärts 
von Exon 8. Zur weiteren Eingrenzung der Bindestelle könnte man die 50 nt abwärts des alternativen Exons 
weiter verkürzen, zum Beispiel in zwei Schritten mit je 20 nt Verkürzungen, somit würde die 5’ SS noch intakt 
vorliegen. Für die Überprüfung der aufwärts liegenden Sequenz bietet sich die Untersuchung in einem 
heterologen Minigensystem an. Hierzu könnte man das bestehende pcAT7-System verwenden. Es enthält zwei 
konstitutive Exons des PTPRC Gens und in der Mitte ist das alternative Exon 4 von PTPRC. Durch Austauschen der 
50 nt auf- oder abwärts des alternativen Exons kann zunächst überprüft werden, ob die Bindestelle von  
hnRNP DL in einer der beiden Regionen enthalten ist. Gleichzeitig ermöglicht dieser Versuchsansatz eine Aussage 
darüber, ob die Bindesequenz nicht nur notwendig, sondern auch hinreichend für die Regulation ist. 
Anschließend könnten die Sequenzen der hnRNP DL-Regionen von denen eines anderen Gens weiter ersetzt und 
die Binderegion dadurch weiter eingegrenzt werden. Die Bindung kann dann in einem RNA-Protein-Pulldown 
bestätigt und durch gezielte Mutationen einzelner Nukleotide die genaue Bindestelle identifiziert werden. 
Crossregulation von hnRNP D und hnRNP DL 
Obwohl die Familie der hnRNPs eine sehr heterogene Gruppe von Proteinen ist, gibt es paraloge Paare, die gut 
konserviert sind. Dazu zählen hnRNP L und LL, PTB/nPTB/ROD1 und auch hnRNP D und DL. Diese Paare scheinen 
ähnliche Bindepräferenzen aufzuweisen und es wird vermutet, dass sie überlappende, aber nicht redundante 
Rollen in vivo einnehmen151. In knockdown Experimenten bestätigt sich, dass Paraloge den Partner funktionell 
nicht ersetzen können.  Auch bei der Regulation des Exon 4 von CD45 sind die Paraloge hnRNP L und LL beteiligt. 
Bei Mutationen des ESS1 Elements wird die Bindung von hnRNP LL aufgehoben, hnRNP L bindet jedoch 
weiterhin152. 
Hier wurde gezeigt, dass die beiden Proteine hnRNP D und DL in der Lage sind, das Spleißen der jeweils anderen 
prä-mRNA zu regulieren um dabei durch Ausnutzen des AS-NMD, die Proteinexpression des Paralogs zu 
reduzieren (Abb. 3.31). 
HnRNP D ist ein nah verwandtes Protein von hnRNP DL und wurde im Gegensatz zu diesem bereits intensiv 
studiert. Am besten ist hnRNP D bekannt für seine Interaktion mit AU-reichen Elementen im 3’ UTR vieler 
Zielgene, wodurch deren Abbau in der Regel beschleunigt wird113. Erst kürzlich veröffentlichte CLIP Daten zeigen, 
dass es sich bei der präferierten Bindesequenz entgegen der Erwartung um GU reiche Sequenzen handelt153.  
HnRNP D kodiert für vier Protein Isoformen, welche sich durch das Vorhandensein von Exon 2 und Exon 7 
unterscheiden (Abb. 3.30). Alle Isoformen enthalten zwei RRM-Domänen sowie ein glutaminreiches Motiv  
C-terminal von der zweiten RRM-Domäne. Exon 2 reduziert bei Vorhandensein (D40 und D45) die  





RNA-Bindeaffinität, während Exon 7 (D42 und D45) die Bildung von Komplexen höherer Ordnung fördert und 
dabei eine offene Konformation der gebundenen RNA vermittelt154. Außerdem sind D45 und D42 in den meisten 
Zelltypen im Nukleus lokalisiert, während D40 und D37 sich im Zytoplasma und im Nukleus befinden113. Diese 
Eigenschaften finden sich bei der Crossregulation wieder. D45 und D42 wurden als maßgebliche Regulatoren für 
die Regulation des Spleißens der eigenen sowie der prä-mRNA von hnRNP DL identifiziert (Abb. 3.31). 
Es wurde gezeigt, dass der 3’ UTR von hnRNP D fünf Spleißvarianten bildet (Abb. 4.1). Diese entstehen durch das 
alternative Exon 9 und die umliegenden Introns, die ebenfalls beibehalten werden können. Intron 9 enthält eine 
AU-reiche Sequenz, die in vitro von hnRNP D gebunden wird. Es wird vermutet, dass diese Sequenz in vivo zu 
einer hnRNP D abhängigen Destabilisierung der mRNA beiträgt53. Wird Intron 9 bei gleichzeitigem Beibehalten 
von Exon 9 entfernt, entsteht ebenfalls eine instabile mRNA, da durch den zusätzlichen Exon-Junction-Komplex 
ein NMD-Ziel entsteht155. Damit stellt hnRNP D eine funktionelle Verbindung zwischen zwei mRNA Abbauwegen 




Abbildung 4.1 Mögliche mRNA Isoformen im 3’ UTR von hnRNP D 
Gezeigt sind die fünf Spleißvarianten im 3’ UTR von hnRNP D. Das alternative Kassettenexon 9 ist in pink gezeigt. Durch das 
Einschließen entstehen entweder NMD sensitive Isoformen, durch einen zusätzlichen Exon-Junction-Komplex hinter dem 
natürlichen Stopcodon, oder sie enthalten eine hnRNP D Bindestelle (in Intron 9), die den Abbau der mRNA induziert. Boxen 
stellen Exons dar, Striche Introns. Abbildung verändert nach113. 
 
Die hnRNP D und DL Gene sind sehr ähnlich organisiert und enthalten ein alternatives Exon in ihrem 3’ UTR. Für 
hnRNP DL wurden jedoch bisher nur mRNAs ohne beibehaltene Introns identifiziert.  
Bei der Crossregulation in HeLa-Zellen scheint der für hnRNP D vorgestellte Regulationsmechanismus über den 
AMD keine Rolle zu spielen. Die Luziferase-Konstrukte wurden durch Fusionieren des gesamten 3’ UTRs der 
beiden Gene generiert. Jedoch konnte bei anschließender Analyse des Spleißmusters mit Oligonukleotiden, die 
in der Luziferase sowie in Exon 9 (hnRNP DL) bzw. Exon 10 (hnRNP D) lokalisiert sind, keine Isoform mit 
beibehaltenem Intron amplifiziert werden. Es wurde jedoch nicht untersucht, ob möglicherweise für die 
Detektion der anderen Isoformen eine längere Elongationszeit oder mehr Amplifikationsrunden nötig gewesen 
wären. 
Ob beide Proteine an die gleiche Sequenz binden, kann aus den bisherigen Ergebnissen nicht geschlossen 
werden. HnRNP D bindet an eine AU-reiche Sequenz im Intron 9, die mit einer reduzierten Luziferase Expression 
assoziiert wurde53. Diese Region wurde jedoch noch nicht mit dem Spleißen von hnRNP D in Verbindung 





































Proteine in Frage153. Dieses befindet sich interessanterweise 15 nt vor der 3’ SS des alternativen Exons in dem 3’ 
UTR von hnRNP D sowie hnRNP DL.  
Eine Crossregulation kommt auch bei weiteren Mitgliedern der Spleißfaktoren vor. Bekannte Beispiele sind 
hnRNP L und LL sowie PTB und nPTB. Die Regulation wird hier ebenfalls durch ein geändertes Spleißmuster mit 
anschließendem Abbau der mRNA im NMD gewährleistet. Bei hnRNP L und LL wird der NMD durch ein 
beibehaltenes poison Exon mit vorzeitigem Stopcodon ausgelöst. hnRNP L reguliert das Spleißen der eigenen  
prä-mRNA in einem autoregulatorischen feedback loop sowie das Spleißen von hnRNP LL in HeLa-Zellen56.  
hnRNP L ist dabei ca. 10fach höher exprimiert als das regulierte hnRNP LL156. Ob eine Regulation von hnRNP LL 
auf L in anderen Zelltypen oder unter anderen Bedingungen stattfindet, ist bisher nicht bekannt56. Beide Proteine 
haben eine Bindepräferenz für CA Dinukleotid-Wiederholungen, jedoch unterscheiden sich die Proteine in ihrer 
Präferenz für den Abstand zwischen den CA Dinukleotiden. hnRNP LL präferiert die Sequenz CANNCA wodurch 
die Anzahl der Zielgene eingeschränkt wird. hnRNP L hingegen toleriert eine größere Variabilität bei der 
Bindesequenz und damit der Zielgene151. 
Bei PTB und den Paralogen nPTB (neuronales PTB) und ROD1 (hämatopoetisches ROD1) erfolgt die 
Crossregulation durch den gleichen AS-NMD vermittelten Mechanismus. PTB reguliert sowohl das eigene als 
auch das Spleißen von nPTB und ROD1. Gleichzeitig reguliert auch nPTB das Spleißen von ROD155.  
Unterschiedlich ist hier, dass der Abbau der mRNA durch das Auslassen eines Exons aktiviert wird. PTB sorgt für 
eine Runterregulation von nPTB in nicht neuronalen Zellen. In neuronalen Zellen hingegen wird eine Zelltyp 
spezifische Anpassung des Transkriptoms und des AS benötigt. PTB wird reduziert, was wiederum die Mengen 
von nPTB erhöht, und somit wird die neuronale Differenzierung durch ein Umschalten von PTB zu nPTB 
gesteuert157. 
Eine Crossregulation in beide Richtungen, wie es für hnRNP D und DL gezeigt wurde, ist bisher noch nicht 
bekannt. Es stellt sich die Frage nach der Funktion dieser gegenseitigen Regulation. Beide Proteine gelten als 
ubiquitär exprimiert67,168. Für hnRNP D konnte eine Induktion unter Hypoxie in RCC (renal cell carcinoma, 
Nierenkrebszellen) und 293T Zellen beobachtet werden158. Ob hnRNP D auch unter Hypoxie in HUVEC induziert 
wird, wurde bisher nicht untersucht. Jedoch könnte die Induktion von hnRNP D unter Hypoxie für das geänderte 
Spleißmuster von hnRNP DL verantwortlich sein und das Protein herunterregulieren.  
Auch eine Rolle beider Proteine bei der Myogenese könnte untersucht werden. HnRNP D wird in C2C12 Zellen 
induziert und beeinflusst MEF2C (myocyte enhancer factor 2c) durch eine Aktivierung der Transkription und 
Translation159. Auch hnRNP DL ist induziert in C2C12 Zellen80, sodass hier möglicherweise überlappende 











HnRNP DL wird unter Hypoxie zugunsten der unproduktiven Isoform 8/9 gespleißt, außerdem wird das Spleißen 
der eigenen sowie der prä-mRNA von hnRNP D in einem negativen feedback loop reguliert.  
In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Regulation des Spleißens unter Hypoxie von der 
Autoregulation unabhängig ist160. Während die Bindestelle für hnRNP DL in dem Bereich 50 nt auf- oder abwärts 
des alternativen Exons zu finden ist, erfolgt die Regulation des AS unter Hypoxie in einem distalen Bereich in 
Intron 8. Das AS von hnRNP DL ist damit auf mindestens drei Mechanismen reguliert. Zum einen die Regulation 
unter Hypoxie durch bisher unbekannte Spleißfaktoren; eine Beteiligung von dem unter Hypoxie induzierten 
hnRNP D wurde bisher nicht getestet. Als zweites durch die Autoregulation, für die der Auslöser noch nicht 
bekannt ist. Und als drittes wird das AS durch hnRNP D beeinflusst, wobei die Bindestelle sowie die funktionelle 
Bedeutung noch nicht bekannt sind. 
RNA bindende Proteine üben vielfältige Funktionen in der posttranskriptionellen Regulation aus. HnRNP DL 
gehört zu den bisher weniger untersuchten Proteinen der hnRNP Familie. Daher könnte durch genomweite 
Untersuchungen das regulatorische Netzwerk unter Hypoxie aufgeklärt werden und somit Einblicke in die 
Regulationsweise des Proteins geschaffen werden. Zur Identifizierung von Bindestellen könnte ein CLIP 
durchgeführt werden, das außerdem weitere Einblicke in die Spleißregulation und weitere Funktionen von 
hnRNP Proteinen bietet. 
Auch die Hypoxie abhängige Regulation des AS von hnRNP DL bleibt aufzuklären. Durch die Identifikation der 
verantwortlichen Spleißfaktoren könnten wiederum weitere Zielgene dieses Faktors auf ihre Funktion hin 
untersucht werden. Nicht zuletzt sollte die Crossregulation zwischen den Paralogen Proteinen hnRNP D und DL 
näher untersucht werden. Durch genomweite Daten könnten auch hier überlappende Zielgene und dadurch die 





















5 Material und Methoden 
5.1 Chemikalien, Geräte und Verbrauchsmaterial 
Tabelle 5.1 Chemikalien 
Chemikalie Bezugsquelle 
2-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe 
2-Propanol Roth, Karlsruhe 
Adenosintriphosphat (ATP) Roth, Karlsruhe 
Adenosin 5′-[γ-thio]triphosphat (ATP-γ-S) Biomol, Hamburg 
Aceton Roth, Karlsruhe 
Acrylamid (Rotiphorese Gel 40) Roth, Karlsruhe 
Agar Oxoid, Heidelberg 
Agarose peqGold Universal peqLab, Erlangen 
Ammoniumperoxodisulfat Roth, Karlsruhe 
Ammoniumsulfat Roth, Karlsruhe 
Ampicillin Roth, Karlsruhe 
Biotin (Long Arm) Maleimide Vector Laboratories, USA 
Borat Roth, Karlsruhe 
Bradford-Reagenz Bio-Rad, USA 
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe 
Bovine Serum Albumine (BSA) New England Biolabs, USA 
Calciumchlorid Dihydrat Roth, Karlsruhe 
Chloroform Roth, Karlsruhe 
Chloroquin Sigma-Aldrich, USA 
Cycloheximid Roth, Karlsruhe 
Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) peqLab, Erlangen 
Deferoxamin Mesylat (DFO) Sigma-Aldrich, USA 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe 
Dithiothreitol (DTT) Roth, Karlsruhe 
Essigsäure Roth, Karlsruhe 
Ethanol p.a. Merck, Darmstadt 
Ethanol, vergällt VWR, Darmstadt 
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth, Karlsruhe 
Formaldehyd Roth, Karlsruhe 
Formamid Roth, Karlsruhe 
Glyco Blue (15 mg/ml) Invitrogen, USA 
Glycerin Roth, Karlsruhe 
Glycin Roth, Karlsruhe 
Harnstoff Roth, Karlsruhe 
Hefeextrakt Oxoid, Karlsruhe 
Hepes Roth, Karlsruhe 
Hoechst 33258 Sigma-Aldrich, USA 
Hygromycin B, Gold Solution Invivogen, Frankreich 
IGEPAL CA-630 Sigma-Aldrich, USA 
Isoamylalkohol Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe 
Lithiumchlorid Sigma-Aldrich, USA 
Magnesiumchlorid Roth, Karlsruhe 
Natriumacetat Roth, Karlsruhe 
Natriumcarbonat Merck, Darmstadt 





Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe 
Natriumhydrogencarbonat Roth, Karlsruhe 
Natronlauge (NaOH) Roth, Karlsruhe 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, 25:24:1 Roth, Karlsruhe 
Salzsäure (HCl) Roth, Karlsruhe 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe 
Spermidin Roth, Karlsruhe 
SYBR Green PCR Master Mix Life technologies, USA 
TEMED Roth, Karlsruhe 
Tris Roth, Karlsruhe 
Tween 20 Roth, Karlsruhe 
Trypanblau Bio-Rad, München 
Trypton Roth, Karlsruhe 
Xylencyanol Roth, Karlsruhe 
Zeocin Invivogen, Frankreich 
 
Tabelle 5.2 Geräte 
Gerät Hersteller 
12-Tube Magnetic Separation Rack New England Biolabs, USA 
Axiovert 200 Zeiss, Jena 
Biofuge (Fresco17, Pico17, PrimoR) Heraeus Christ, Osterode 
Brutschrank (37°C) Heraeus Christ, Osterode 
Bunsenbrenner VWR, Darmstadt 
Chemidoc Bio-Rad, München 
CO2/O2 Inkubator Binder, Tuttlingen 
Elektrophoreseapparatur für Agarose- und 
Polyacrylamidgele 
B. Macht, FAU Erlangen-Nürnberg; Roth, Karlsruhe; 
C.B.S. Scientific, USA; peqlab, Erlangen; Bio-Rad, 
München 
Electrophoresis Power Supply Consort peqLab, Erlangen 
Eppendorf Centrifuge 5702 Eppendorf AG, Hamburg 
Feinwaage Acculab, USA 
Geldokumentation INTAS, Göttingen 
Heizblock VWR, Darmstadt 
Hypoxieschrank, CO2/O2 Inkubator Eppendorf AG, Hamburg 
Infinite M200 PRO, Plattenleser Tecan, Männedorf, Schweiz 
Inkubationsschüttler Multitron Infors AG, Bottmingen 
Kühlschrank Liebherr, Schweiz 
Magnetrührer IKA RET basic IKA, Staufen 
Mikrowelle AEG, Frankfurt am Main; Panasonic 
Multifuge 1L-R Heraeus Christ, Osterode 
NanoDrop ND-1000 Spektrophometer peqLab, Erlangen 
Nucleofector 4D Lonza, USA 
NU-6 KL UV-Handlampe Benda, Wiesloch 
pH-Meter 766 Calimatic Knick, Berlin 
Revolver Tube Rotator Labnet, USA 
Spektrophotometer Ultrospec 2100 pro Biochrom Ltd (UK) 
StepOnePlus Real-Time PCR System Life technologies, USA 
Standautoklav Tuttnauer 3870 ELV-3 Tuttnauer, Biomedis, Gießen 
Taumelrollenmischer CAT-RM5 CAT M. Zipperer GmbH (Staufen) 
TC 10 Automated Cell Counter Bio-Rad, München 
Thermocycler Primus 25 peqLab, Erlangen 
Thermocycler T100 Bio-Rad, München 
Tiefkühltruhe (-20°C) Liebherr GmbH, Ochsenhausen 





Tiefkühltruhe (-80°C) Heraeus Christ, Osterode 
Trans Blot Turbo Transfer System Bio-Rad, München 
Trockenschrank Heraeus Christ, Osterode 
Vortex Genie 2 Scientific Industries, USA 
Waage Acculab, USA 
Wasserbad Julabo, Seelfeld 
Wasservollentsalzungsanlage Synergy Millipore, Frankreich 
 
Tabelle 5.3 Hilfsmittel 
Material Bezugsquelle 
Becher, Glas Schott Duran, Jena 
Becher, Kunststoff Vitlab, Großostheim 
Drigalski-Spatel Roth, Karlsruhe 
Einmal-Dispenserspritzen Greiner, Nürtingen 
Einmal-Spritze Becton Dickinson, Heidelberg 
Einmalhandschuhe Starlab, Hamburg 
Einmalpipette (5 ml/10 ml/25 ml) Nerbe Plus, Winsen 
Flachbodenplatte (96er) Greiner, Nürtingen 
Gewebekulturflaschen Greiner, Nürtingen 
Glaspipetten Brand, Wertheim 
Glasplatten (10 cm/20 cm) CBS, USA 
Küvette, Acryl Sarstedt, Nümbrecht 
Messzylinder Vitlab, Großostheim 
Pasteurpipetten Brand, Wertheim 
PCR-Reaktionsgefäße 0,2 ml peqLab, Erlangen 
Petrischalen, Kunststoff Greiner, Nürtingen 
Pipetman acu IBS Integra Biosciences, Fernwald 
Pipetten (2; 20; 200; 1000) Gilson, Frankreich 
Pipettenspitzen, Kunststoff Greiner, Nürtingen; Starlab, Hamburg; Nerbe Plus, 
Winsen 
Plexiglasscheiben M. Müller, FAU Erlangen-Nürnberg 
Polyethylenröhrchen (15 ml/50 ml) Sarstedt, Nümbrecht 
Reagenzgläser Schott Duran, Jena 
Reaktionsgefäße (1,5 ml/2,0 ml) Greiner, Nürtingen 
Reaktionsgefäße (1,5 ml), Low Binding  Eppendorf AG, Hamburg 
Reaktionsgefäße (2 ml), Glas Supelco, USA 
Schikanekolben Schott Duran, Jena 
Schraubflaschen Schott Duran, Jena 
Skalpellklinge Roth, Karlsruhe 
Stericup Millipore, Frankreich 
Sterilfilter Filtropur S 0,2 Sarstedt, Nümbrecht 


















Endothelial Cell Basal Medium (EBM) Lonza, USA 
EGM single quots Lonza, USA 
Dual-Glo® Luciferase Assay System Promega, USA 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Sigma-Aldrich, USA 
Dulbecco’s Phosphate buffered Saline (PBS) Life technologies, USA 
Fetal Calf Serum (FCS), HeLa-Zellen, HF1-3-Zellen Merck, Darmstadt 
Fetal Calf Serum (FCS), HUVEC Gibco, USA 
Flp-In™ System  Life technologies, USA 
Lipofectamine™ 2000  Life technologies, USA 
Lipofectamine ™ 3000  Life technologies, USA 
Lipofectamine ™ RNAiMAX Life technologies, USA 
Opti-MEM Life technologies, USA 
Penicillin/Streptomycin Life technologies, USA 
P5 Primary Cell Solution Lonza, USA 
Trypsin/EDTA (10x) Life technologies, USA 
Trypsin Neutralization Solution Lonza, USA 
  
Proteine und Western Blot  
ECL Prime Blocking Reagent Amersham, USA 
ECL Substrat Clarity Bio-Rad, München 
ECL Select Detektionsreagenz GE Healthcare, England 
Mini Protean Precast Gels Bio-Rad, München 
MG132 Sigma-Aldrich, USA 
Protease Inhibitor Panel Sigma-Aldrich, USA 
Proteinase-Inhibitor-Cocktail (PIC) Sigma-Aldrich, USA 
Trans Blot Transfer System (PVDF) Bio-Rad, München 
  
Größenstandards  
peqGold 1 kb DNA-Leiter peqLab, Erlangen 
peqGold Ultra Low Range DNA-Leiter II peqLab, Erlangen 
Precision Plus Protein All Blue Standards Bio-Rad, München 
Low range ssRNA ladder New England Biolabs, USA 
  
Kitsysteme  
CloneJETTM PCR Cloning Kit Fermentas, St. Leon-Rot 
Dynabeads® M280 Streptavidin Life technologies, USA 
Maxtract (1,5 ml) Qiagen, Hilden 
miRNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 
QIAfilter Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden 
QIAprep Miniprep Qiagen, Hilden 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden 
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 
QIAzol Lysis Reagent Qiagen, Hilden 
RNase-free DNase Set Qiagen, Hilden 













Phusion DNA Polymerase (2 U/µl) Finnzymes, Finnland 
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/µl) New England Biolabs, USA 
Taq DNA Polymerase (5 U/µl) New England Biolabs, USA 
T7 RNA Polymerase (1,45 mg/ml) Laboreigene Herstellung 
  
Restriktionsendonukleasen 
AgeI-HF (20 U/µl) New England Biolabs, USA 
BglII (10 U/µl) New England Biolabs, USA 
BsiWI (10 U/µl) New England Biolabs, USA 
BsrBI (10 U/µl) New England Biolabs, USA 
BsrGI (10 U/µl) New England Biolabs, USA 
ClaI (10 U/µl) New England Biolabs, USA 
Eco-RI-HF (20 U/µl) New England Biolabs, USA 
HindIII-HF (20 U/µl) New England Biolabs, USA 
KasI (5 U/µl) New England Biolabs, USA 
MluI (10 U/µl) New England Biolabs, USA 
NcoI-HF (20 U/µl) New England Biolabs, USA 
NotI-HF (20 U/µl) New England Biolabs, USA 
PstI (20 U/µl) New England Biolabs, USA 
SacI-HF (20 U/µl) New England Biolabs, USA 
SalI (20 U/µl) New England Biolabs, USA 
XhoI (20 U/µl) New England Biolabs, USA 
XbaI (20 U/µl) New England Biolabs, USA 
  
Weitere Enzyme und Proteine 
Antarktische Phosphatase (5 U/µl) New England Biolabs, USA 
MuLV Reverse Transkriptase (50000 U/ml) Applied Biosystems, USA 
Phosphatase Inhibitor Roche, Schweiz 
RiboLockTM RNase Inhibitor (40000 U/ml) Fermentas, USA 
RNasin® Plus RNase Inhibitor Promega, USA 
T4 DNA Ligase (400 U/µl) New England Biolabs, USA 
T4 Polynukleotidkinase (10 U/µl) New England Biolabs, USA 
















5.2 Pro- und Eukaryotische Stämme 
Tabelle 5.6 Verwendete Pro- und Eukaryotische Zellen 
Name Genotyp/Beschreibung Referenz 
   
Bakterienstämme   
E. coli DH5α hsdR17(rK-, mK-), recA1, endA1, gyrA96, supE44, thi Sambrook, Molecular Cloning 
2001161 
E. coli Top10 hsdR, mcrA, lacZΔM15, endA1, recA1 Invitrogen, USA 
   
Humane Zellen   
HeLa Humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms DSMZ (ACC 57) 
HF1-3 HeLa-Zelllinie mit integrierter FRT Stelle zur 
Integration mit dem Flp-In System 
Berens 2006162 
HUVEC Humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene 
(human umbilical vein endothelial cells); es handelt 






























5.3 Puffer und Medien 
Alle Medien und Puffer wurden, falls nicht anders angegeben, mit Milli-Q-Wasser (MQ) angesetzt. Wenn 
notwendig wurde der gewünschte pH-Wert eingestellt und das Medium autoklaviert. 
 
Tabelle 5.7 Puffer und Medien 










































2x RNA-Ladepuffer EDTA 
Bromphenolblau 
Xylencyanol 




































































5.4 Oligonukleotide, siRNAs, Antikörper 
Tabelle 5.8 Verwendete Oligonukleotidpaare für RT und RT-qPCR 
Spezifität Sequenz des vorwärts 
Oligonukleotids (5’ → 3’) 
Sequenz des rückwärts 
Oligonukleotids (5’ → 3’) 
Produktgröße 
[bp] 
CAD TAGCAAGTTCCTGCGAGTCA TCGCTGACTGGTTTCACTGT 162 
CCND1 GCGGAGGAGAACAAACAGAT TGAGGCGGTAGTAGGACAGG 178 




CDK4 CCGAAGTTCTTCTGCAGTCC ACATCTCGAGGCCAGTCATC 178 
CUL1 GGAGGAGCTCAGTTTGTTGG TCCATTCAGCACTTTGCTTG 171 
DHFR CCTGGTTCTCCATTCCTGAG TGCCACCAACTATCCAGACC 186 
EIF4E ACTCCTAATCCCCCGACTACA CAGGTTTGCTTGCCAAGTTT 150 
FLAG-MAX Isoform C CAAGTAAAAGGAAATTCCGTGC ACCCGGGTCAATTATCTATCG 226 
FLAG-MAX WT TGGAGCAGCAAGTCCGTG ACCCGGGTCAATTATCTATCG 223 
FLAG-MAX Isoform E AAGGCGGGAGGGAAATGAAG ACCCGGGTCAATTATCTATCG 395 
FLAG-MAX total ACAAAGACGATGACGACAAGC GGGATGCCTTCTCTCCTTG 177 
hnRNP DL 
(RT-PCR, endogen) 
GTGGCTATGGCGGATATGAT TGTCGTCCTGCAAGATGG 313/208 





hnRNP DL 8/9  
(qPCR, endogen) 
CGCTGTCCTGTGGAGGAG TGGCAGCTATATACAGTTGGACA 144 
hnRNP DL total  
(qPCR, endogen) 
AGATGCTGCTAGTGTTGATAAG AGGTTCTTTCCCTTTTAAAGC 103 
hRluc mRNA CTAACCTCGCCCTTCTCCTT TCGTCCATGCTGAGAGTGTC 220 
Luc2 mRNA GCTCAGCAAGGAGGTAGGTG TCTTACCGGTGTCCAAGTCC 188 
MAX Isoform C1 (C1) CAAGTAAAAGGAAATTCCGTGC CTCCATCCGGAGCTTCTTC 194 
MAX Isoform C2 (C2) AAGTAACCACCTGGTCCGTG CTCCATCCGGAGCTTCTTC 193 
MAX Isoform C and E TGGGGAATTCACTTCTCTTCC CTCCATCCGGAGCTTCTTC 231/247 (C) 
911 (E) 
MAX Isoform E (E1) CTGAGTGTTAGAGCCGTCCTG CACTCCAAGGACCTCAAAGC 196 
MAX Isoform E (E2) CAGGACGGTGACATCACAAG TCCTAAGGGCTTGCTTGTTG 180 
MAX Isoform E (P1) TATTGACGACCTCAAGCGGC AACCAACCCACTGACACCAC 740 
MAX Isoform E (P2) TCACACCCGCCTTTTCCTAC CTCCATCCGGAGCTTCTTC 972 
MAX total GGGACCACATCAAAGACAGC GCTGCTCCAGAAGAGCATTC 186 
MAX WT TGGAGCAGCAAGTCCGTG CTCCATCCGGAGCTTCTTC 191 












GAGGTGCCTAAAGGACTG TGGCAGCTATATACAGTTGGACA 360/255 
PFKL ATGTGGGTGCCAAAGTCTTC GTGCTGGACCAGGTTGTAGG 197 
RPLP0 TCGACAATGGCAGCATCTAC ATCCGTCTCCACAGACAAGG 191 
TP53 GTTCCGAGAGCTGAATGAGG TCTGAGTCAGGCCCTTCTGT 159 
TRAP TCCATTCAGCACTTTGCTTG CCTTTCTCGGCATTGGTCT 150 










Tabelle 5.9 Verwendete siRNAs 
Bezeichnung Sequenz (5’ nach 3’) 
Negativkontrolle UUCUCCGAACGUGUCACGU [dT][dT] 
hnRNP DL GGGUAUAACUAUGGGAACU[dT][dT] 
UPF1 (HeLa) GUGUGAAGAAGGGAUUUGA[dT][dT] 
UPF1 (HUVEC) GCAUGUACUUCCAGACCCA[dT][dT] 
 
Tabelle 5.10 Verwendete Antikörper 
Bezeichnung Wirt Bezugsquelle 
   
Primäre Antikörper 
Anti-hnRNP DL Hase Santa Cruz Biotechnology, USA 
Anti-hnRNP DL  Hase Sigma-Aldrich, USA 
Anti-hnRNP D Hase Millipore, Frankreich 
Anti-Hsp60 Hase Abcam, UK 
Anti-β-Aktin Maus Sigma-Aldrich, USA 
Anti-FLAG Maus Sigma-Aldrich, USA 
Anti-HA Maus Roche, Schweiz 
Anti-MAX Hase Santa Cruz Biotechnology, USA 
Anti-GFP Maus Roche, Schweiz 
   
Sekundäre Antikörper (HRP gekoppelt) 
Anti-Hase IgG (H + L) Ziege Jackson Immunoresearch, USA 

























Tabelle 5.11 Verwendete Plasmide 
Bezeichnung Charakteristika Referenz 
pCMV-MS konstruiert aus pGL4.75 zur Proteinüberexpression; 
CMVProm; AmpR 




CDS von hnRNP DL (Isoform mit langem N-Terminus,  
420 aa) hinter PCMV zur Überexpression in pCMV-MS 
Katrin Kemmerer, 
Diplomarbeit 2011 
pCMV-MAX-a CDS von MAX Wildtyp (p22, +Exon 2) in pCMV-MS Julia Weigand,  
TU Darmstadt 
pCMV-MAX-b CDS von MAX Wildtyp (p21, -Exon 2) in pCMV-MS Julia Weigand,  
TU Darmstadt 
pEGFP-N1 EGFP Gen unter CMVProm; KanR  Clontech, USA 
pFL/PEST Fusion des Firefly-Luziferase-Gens mit humaner 
PEST-Sequenz in pMir-Report 
Katrin Kemmerer, 
Diplomarbeit 2011 
pFLAG-CMV-6a Überexpression von FLAG-Fusionsproteinen unter 
CMVProm; AmpR 
Sigma-Aldrich, USA 
pFLAG-CMV-6c Überexpression von FLAG-Fusionsproteinen unter 
CMVProm; AmpR 
Sigma-Aldrich, USA 
pBI-CMV1 Vektor zur dualen Expression von zwei Proteinen unter 
einem gemeinsamen Enhancer Element; CMVProm; AmpR 
Clontech, USA 
pcAT7-CDMS2A act/glo Promoter; PTPRC Minigen (Exons 2/3, Exon 4,  
Exon 7); ZeocinR; AmpR 
Florian Heyd,  
FU Berlin111 
pDL-hnRNPDL 3’ UTR von hnRNP DL hinter luc2 in pDL Sandra Fischer, 
Bachelorarbeit 2013 
pDLP-hnRNPD 3’ UTR von hnRNP D hinter luc2 in pDLP Johannes Braun, 
Masterarbeit 2014 
pGL4.10 Firefly-Luziferase Gen (luc2) unter Kontrolle des CMVProm; 
AmpR 
Promega, Mannheim 
pGL4.75 Renilla-Luziferase Gen (hRluc) unter Kontrolle des 
CMVProm; AmpR 
Promega, Mannheim 
pMR Ausgangsplasmid für in vitro Transkription; T7Prom; AmpR Martin Rudolph,  
TU Darmstadt 
pFRT-CD20 CD20 CDS hinter CMVProm in pFRT zur 
stabilen genomischen Integration; HygR 
Kim Beilstein, Goethe 
Universität, Frankfurt 
pFRT-GFP EGFP CDS hinter CMVProm in pFRT zur 
stabilen genomischen Integration; HygR 
Kim Beilstein, Goethe 
Universität, Frankfurt163 
pHDV-N1-delta678 Ausgangsplasmid für in vitro Transkription; T7Prom; AmpR Julia Weigand,  
TU Darmstadt 
















Tabelle 5.12 Konstruierte Plasmide 
Plasmidbezeichnung Charakteristika Kapitel 
pcAT7-DL1-DL6 Teile des 3’ UTR von hnRNP DL in pcAT7-CDMS2A zur 
Eingrenzung der Bindestelle: variable Bereiche von Intron 7, 
Gesamt-Exon 8 und variable Bereiche von Intron 8 zwischen 
konstitutiven PTPRC Exons 
5.6.8 
pcAT7-DL7 Exon 8 von hnRNP DL in pcAT7-CDMS2A 5.6.8 
pCMV-3xHA-WT CDS von MAX-WT hinter 3fachem HA-Tag (N-terminal) in 
pCMV-MS 
5.6.4 
pCMV-3xHA-E CDS von MAX-E hinter 3fachem HA-Tag (N-terminal) in 
pCMV-MS 
5.6.4 
pCMV-hnRNPDL CDS von hnRNP DL (Isoform 1 mit verkürztem N-Terminus, 
301 aa) hinter PCMV zur Überexpression in pCMV-MS 
5.6.9 
pCMV-hnRNPDL∆6 CDS von hnRNP DL (Isoform 1 ohne Exon 6) zur 




CDS der hnRNP D Isoformen 45/42/40/37 zur Überexpression 
in pCMV-MS 
5.6.11 
pDL CDS von luc2 und hRluc in pBI-CMV1, zur dualen Expression 5.6.1 
pDL-E99-117 CDS von MAX-E aa 99-117 hinter luc2 in pDL 5.6.6 
pDL-E99-117mut CDS von MAX-E aa 99-117 (4 aa mutiert) hinter luc2 in pDL 5.6.6 
pDL-E99-134 CDS von MAX-E aa 99-134 hinter luc2 in pDL 5.6.6 
pDL-E99-134mut CDS von MAX-E aa 99-134 (4 aa mutiert) hinter luc2 in pDL 5.6.6 
pDL-WT135-148 CDS von MAX-WT aa 135-148 hinter luc2 in pDL 5.6.6 
pDL-WT135-160 CDS von MAX-WT aa 135-160 hinter luc2 in pDL 5.6.6 
pDL-WT149-160 CDS von MAX-WT aa 149-160 hinter luc2 in pDL 5.6.6 
pDL-hnRNPD 3’ UTR von hnRNP D hinter luc2 in pDL 5.6.11 
pDL-hnRNPDL-∆100-50 Ausgehend von pDL-hnRNPDL wurden aus Intron 7 50 nt 
aufwärts von Exon 8 deletiert (nt 100-50 vor 3’ SS) 
 
pDLP Ausgehend von pDL, destabilisierte Firefly-Luziferase (durch 
humane PEST-Sequenz) 
5.6.2 
pEGFP CDS von eGFP in pCMV-MS zur Überexpression 5.6.5 
pEGFP-E pEGFP Derivat mit CDS von MAX-E hinter EGFP 5.6.5 
pEGFP-WT pEGFP Derivat mit CDS von MAX-WT hinter EGFP 5.6.5 
pEGFP/P Destabilisierung von eGFP (humane PEST-Sequenz), 
Ausgangsplasmid: pCMV-eGFP 
5.6.5 
pEGFP/P-E99-134 pEGFP/P Derivat: CDS von MAX-E aa 99-134 hinter EGFP/P 5.6.5 
pEGFP/P-WT135-148 pEGFP/P Derivat: CDS von MAX-WT aa 135-148 hinter EGFP/P 5.6.5 
pEGFP/P-WT135-160 pEGFP/P Derivat: CDS von MAX-WT aa 135-160 hinter EGFP/P 5.6.5 
pEGFP/P-WT149-160 pEGFP/P Derivat: CDS von MAX-WT aa 149-160 hinter EGFP/P 5.6.5 
pFLAG-E CDS von MAX-E in pFLAG-CMV-6a zur Überexpression mit N-
terminalem FLAG-Tag 
5.6.3 
pFLAG-E+E2 siehe pFLAG-E, CDS von MAX-E mit Exon 2 5.6.3 
pFLAG-E-NLS pFLAG-E mit SV40 NLS (C-terminal) 5.6.3 
pFLAG-full CDS von MAX (Exon 1-5) mit Intron 4 in pFLAG-CMV-6a zur 
Überexpression mit N-terminalem FLAG-Tag 
5.6.3 
pFLAG-full+E2 siehe pFLAG-full, MAX CDS mit Exon 2 5.6.3 
pFLAG-WT CDS von MAX-WT in pFLAG-CMV-6a zur Überexpression mit 
N-terminalem FLAG-Tag 
5.6.3 
pFLAG-WT+E2 siehe pFLAG-WT, CDS mit Exon 2 5.6.3 
pFLAG-WT98 pFLAG-WT Derivat: MAX-WT aa 1-98 5.6.3 
pFLAG-WT103 pFLAG-WT Derivat: MAX-WT aa 1-103 5.6.3 
pFLAG-WT134 pFLAG-WT Derivat: MAX-WT aa 1-134 5.6.3 
pFLAG-WT148 pFLAG-WT Derivat: MAX-WT aa 1-48 5.6.3 
pFLAG-WT148-NLS pFLAG-WT148 mit SV40 NLS (C-terminal) 5.6.3 





pFRT-GFP-hnRNPDL CDS von hnRNP DL mit N-terminalem GFP in pFRT-CD20 5.6.10 
pHDV-hnRNP DL-Exon8 hnRNP DL Exon 8 in pHDV-N1-delta678 zur in vitro 
Transkription 
5.6.7 
pIVTL-FLAG-WT CDS von FLAG-MAX-WT hinter T7 Promotor in pMR zur in 
vitro Transkription 
5.6.7 




5.6 Plasmid Konstruktion 
5.6.1 pDL 
Das Plasmid pDL wurde generiert, um ein duales Expressionssystem mit zwei Luziferasen zu etablieren. Dabei 
weisen beide Proteine einen gleich starken Promotor auf und stehen unter einem gemeinsamen Enhancer 
Element, wodurch beide Luziferasen simultan exprimiert werden. Dadurch ist für beide Luziferasen die gleiche 
Regulation gegeben und unspezifische Effekte gleichen sich aus. 
pDL wurde ausgehend von dem Plasmid pBI-CMV1 durch das Einbringen des luc2 und des hRluc Gens generiert. 
Zunächst wurde das Rückgrat von pBI-CMV1 gegen das von pHDV_tc_IR ausgetauscht, da sich pBI-CMV1 durch 
zwei Punktmutationen in dem Ampicillin-Resistenzgen sowie dem ORI unterscheidet.  Beide Plasmide wurden 
mit BsrBI restringiert und anschließend das Rückgrat von pHDV_tc_IR mit pBI-CMV1 ligiert. Durch umgekehrte 
Insertion sind beide BsrBI Schnittstellen entfernt worden.  
Das hRluc Gen wurde von dem Plasmid pGL4.75 amplifiziert und über die Restriktionsschnittstellen BglII und PstI 
in pBI-CMV1 ligiert. Das luc2 Gen wurde von dem Plasmid pGL4.10 amplifiziert und über die Schnittstellen MluI 
und NotI in pBI-CMV1-hRluc ligiert. Zur besseren Expression der Renilla-Luziferase wurde ein Startcodon vor dem 
eigentlichen Translationsstart mutiert (ATG zu AAG). Dafür wurden zwei Oligonukleotide denaturiert und durch 
langsames Abkühlen hybridisiert. Dieses Hybrid wurde über die Schnittstellen EcoRI und BglII in das Plasmid     










Abbildung 5.1 Plasmidkarte von pDL 
Eingezeichnet ist das gemeinsame Enhancer Element (blau) sowie beide CMV Promotoren (grün). Dahinter befindet sich die 
Firefly-Luziferase luc2 bzw. die Renilla-Luziferase hRluc. Die Transkription wird durch ein SV40 PolyA Signal (gelb) terminiert. 
Replikationsursprung für E. coli (ORI) und Ampicillin-Resistenz (AmpR, β-Lactamase). 
 
5.6.2 pDLP 
Ausgehend von pDL wurde eine Destabilisierungssequenz hinter das luc2 Gen kloniert, um eine Firefly-Luziferase 
mit verkürzter Halbwertszeit zu generieren. Dafür wurde die aa-Sequenz der MODC (mouse ornithine 
decarboxylase) mit folgenden Änderungen verwendet: MODC aa 421-461 mit D433A und D434A. Die Sequenz 
wurde von pFL/PEST amplifiziert und in einer Zwei-Schritt-PCR an die Sequenz von luc2 gehängt. Das PCR-
Fragment wurde über die Schnittstellen MluI und NotI in pDL kloniert. 
5.6.3 FLAG-MAX-Fusionen 
pFLAG-WT, pFLAG-E, pFLAG-full, pFLAG-WT+e2, pFLAG-E+e2, pFLAG-full+e2 
Um die verschiedenen MAX Isoformen mit N-terminalem FLAG-Tag (DYKDDDDK) exprimieren zu können, wurden 
deren CDS in pFLAG-CMV-6a eingebracht. Die CDS des MAX Wildtyps (WT; Ensembl Transcript  
ID: ENST00000358664) und der Isoform E (Ensembl Transcript ID: ENST00000284165) wurden mit und ohne die 
Sequenz für das alternative Exon 2 (aa 13-21) kloniert. Zusätzlich wurde ein Full-Konstrukt generiert, welches für 
alle Exons 1, (2), 3, 4 und 5 kodiert sowie die Sequenz von Intron 4 enthält und somit alle Isoformen exprimieren 
kann. Die MAX CDS wurde von cDNA bzw. gDNA amplifiziert und über die Schnittstellen HindIII und ClaI hinter 
die Sequenz des FLAG-Tags kloniert.  
pFLAG-WT98, pFLAG-WT103, pFLAG-WT134, pFLAG-WT148 
Nach oben genanntem Schema wurden weitere Verkürzungen des MAX-WT am C-Terminus vorgenommen, der 
Name des Plasmids gibt die letzte enthaltene aa an. Die einzelnen Fragmente wurden von pFLAG-WT amplifiziert 
und über die Schnittstellen HindIII und ClaI in pFLAG-CMV-6a kloniert. 
pDL
5690 bp



















Hinter die beiden Konstrukte pFLAG-WT und pFLAG-E wurde eine C-terminale SV40 NLS (PKKKRKVEDP) kloniert. 
Die Sequenz wurde mit Hilfe von Oligonukleotiden an die CDS von WT und E angefügt, bei der PCR wurden die 
Ausgangsplasmide als Templat verwendet. Die Fragmente wurden mit den Schnittstellen HindIII und ClaI in 
pFLAG-CMV-6a kloniert.   
5.6.4 HA-MAX-Fusionen 
pCMV-3xHA-WT, pCMV-3xHA-E 
Die CDS von MAX Wildtyp und MAX Isoform E sollte als Fusionsprotein mit einem 3fachen, N-terminalen HA-Tag 
(YPYDVPDYA) exprimiert werden. Dafür wurde die Sequenz des HA-Tags in einer 2stufigen PCR mit pFLAG-WT 
und pFLAG-E als Templat angefügt, ebenso wie die Schnittstellen XhoI und XbaI. Das Fragment wurde in das 
Plasmid pCMV-MS kloniert, welches eine MCS aufweist, die zwischen einem CMV Promotor und einem SV40 
PolyA Signal liegt. 
5.6.5 GFP-MAX-Fusionen 
pEGFP, pEGFP-WT, pEGFP-E 
Alle GFP-MAX-Konstrukte wurden unter Verwendung der Restriktionsschnittstellen AgeI und XbaI in das Plasmid 
pCMV-MS kloniert. Die Sequenz von eGFP wurde von dem Plasmid pEGFP-N1 (Clontech) unter Anfügen der 
Erkennungsstellen für die Restriktionsenzyme amplifiziert. Die Konstrukte der MAX-Fusionsproteine pEGFP-WT 
und pEGFP-E enthalten ein N-terminales GFP. Die beiden Proteine werden von einem Serin-Glycin (SG4)-Linker 
(SGGGG) getrennt. Die N-terminale GFP-Sequenz wurde von pEGFP amplifiziert, die C-terminale, MAX spezifische 
Sequenz wurde von den pFLAG-Konstrukten (pFLAG-WT/E, Kapitel 5.6.3) amplifiziert. Durch Anfügen der  
SG4-Sequenz an die beiden Fragmente konnten diese durch die Überlappung in einer dritten PCR als 
Gesamtfragment amplifiziert werden. 
pEGFP/P, pEGFP/P-WT135-148, pEGFP/P-WT135-160, pEGFP/P-WT149-160, pEGFP/P-E99-134 
pEGFP/P enthält eine destabilisierte Variante des eGFP Gens mit sogenannter PEST-Sequenz. Dazu wurde die  
aa-Sequenz der Maus Ornithin Decarboxylase (aa 422-461) mit folgenden Änderungen an den C-Terminus von 
eGFP gesetzt: Glu 428, 430, 431 zu Ala129. Die Sequenz für eGFP/P wurde über AgeI und XbaI in den Vektor pCMV-
MS ligiert. Zur Herstellung der Plasmide pEGFP/P-WT135-160, pEGFP/P-WT135-148 und pEGFP/P-E99-134 
wurde eine Multi-Step-PCR verwendet, bei der die MAX Sequenzen an den C-Terminus von eGFP/P fusioniert 
wurden. Es wurden zwei Fragmente mit einem Überhang amplifiziert, sodass in einer dritten PCR beide 
Fragmente verbunden werden konnten. Dazu wurden die 5’ Fragmente von pEGFP/P und die  
3’ Fragmente von pFLAG-WT oder pFLAG-E amplifiziert. Die Sequenz für das Plasmid pEGFP/P-WT149-160 wurde 
in einer PCR mit pEGFP/P als Templat und Anfügen der WT-Sequenz (aa 149-160) am 3’ Ende durch ein 
Oligonukleotid mit passendem Überhang bereitgestellt. Alle Konstrukte wurden mit den Schnittstellen AgeI und 
XbaI in das Plasmid pCMV-MS kloniert.  






pDL-WT135-148, pDL-WT-135-160, pDL-WT149-160, pDL-E99-134 
Die angegebenen aa des MAX Wildtyps oder Isoform E wurden C-terminal an das luc2 Gen fusioniert, sodass ein 
Fusionsprotein aus Luziferase und MAX spezifischen aa entsteht. Alle Konstrukte wurden mit den Schnittstellen 
MluI und NotI in das Ausgangsplasmid pDL kloniert. Eine PCR amplifizierte das luc2 Gen von pDL mit einem 
Überhang zu den zu klonierenden MAX Sequenzen, während in einer zweiten PCR die MAX-Sequenzen von 
pFLAG-WT/E mit Überhang zum luc2 Gen amplifiziert wurden. Beide Fragmente wurden in einer dritten PCR 
zusammengeführt. Die Sequenz des MAX Wildtyps (aa 149-160) wurde in einer PCR mit pDL als Templat durch 
ein rückwärts Oligonukleotid direkt angefügt.  
pDL-E99-117, pDL-E99-117mut, pDL-E99-134mut 
Ausgehend von pDL-E99-134 wurde eine Verkürzung der MAX-E spezifischen aa von 99-134 auf 99-117 an das 
luc2 Gen angefügt (pDL-E99-117). Außerdem wurde eine Mutante kloniert, die folgende Mutationen aufweist: 
Trp 105 Ala; Gly 106 Ala; Pro 109 Ala; Cys 110 Ala. Die Mutante wurde sowohl in pDL-E99-134 eingefügt             
(pDL-E99-134mut), als auch in die verkürzte Variante (pDL-E99-117mut). Alle Fragmente wurden von  
pDL-E99-134 amplifiziert, dabei wurden die Mutationen durch Oligonukleotide in einer Mehr-Schritt-PCR 
eingebracht. Die Konstrukte wurden mit den Schnittstellen KasI und NotI in das Plasmid pDL kloniert. 
5.6.7 Template für in vitro Transkriptionen 
pIVTL-FLAG-WT und pIVTL-FLAG-E 
Zur in vitro Transkription wird die CDS von FLAG-MAX-WT/E in den Vektor pMR kloniert, der einen T7 Promotor 
und eine PolyA-Stelle enthält. Die Fragmente wurden abwärts des T7 Promotors in die Schnittstellen NcoI und 
XbaI eingebracht. Die Amplifikation erfolgte mit pFLAG-WT/E als Templat. Die Plasmide wurden vor der 
Transkription mit AgeI abwärts des PolyA-Signals linearisiert. 
pHDV-hnRNP DL-Exon8 
Zur in vitro Transkription wurde die Sequenz von hnRNP DL Exon 8 in das Plasmid pHDV-N1-delta678 kloniert. 
Dafür wurde die Sequenz des Exons von pDL-hnRNPDL amplifiziert und zusätzlich der T7 Promotor über das 
vorwärts Oligonukleotid angefügt. Das Fragment wurde über die Schnittstellen EcoRI und HindIII in                    
pHDV-N1-delta678 kloniert. Das Plasmid wurde vor der Transkription mit HindIII linearisiert. 
5.6.8 hnRNP DL Minigene 
pcAT7-DL 1-7 
Zur Analyse des Spleißverhaltens wurden verschieden lange Bereiche des hnRNP DL Exons 8 und der umliegenden 
intronischen Sequenzen in das Plasmid pcAT7-CDMS2A eingebracht. Somit liegt das alternative hnRNP DL Exon 
8 zwischen zwei konstitutiv exprimierten Exons des PTPRC Gens und die Regulation kann somit isoliert betrachtet 
werden. Die Klonierung der Konstrukte pcAT7-DL1-6 (im Folgenden nur DL 1-6 genannt) erfolgte über die 





Amplifikation der Bereiche mit pDL-hnRNPDL als Templat und fügte die Schnittstellen BsrGI und BglII an das 
Fragment an. Tabelle 5.13 gibt den Bereich an, der zusätzlich zu Exon 8 in pcAT7-CDMS2A eingebracht wurde. 
Für das Konstrukt pcAT7-DL7 (im Folgenden nur DL 7) wurde zunächst Exon 8 von hnRNP DL mit überhängenden 
Enden zu den PTPRC Introns amplifiziert, in zwei weiteren PCR Ansätzen wurden die 5’ und 3’ liegenden 
intronischen Bereiche von PTPRC zwischen Schnittstelle und zu klonierendem Exon 8 amplifiziert. In einer dritten 
PCR wurden die Fragmente zusammengeführt und mit den Schnittstellen BsrGI und BglII in pcAT7-CDMS2A 
kloniert. 
 
Tabelle 5.13 Übersicht der klonierten Fragmente von hnRNP DL in pcAT7-CDMS2 
Konstrukt 
Anzahl der nt  
von Intron 7 
Exon 8 
[105 nt] 
Anzahl der nt 
von Intron 8 
DL 1 200 Ja 600 
DL 2 50 Ja 600 
DL 3 200 Ja 50 
DL 4 50 Ja 50 
DL 5 150 Ja 50 
DL 6 100 Ja 50 
DL 7 0 Ja 0 
 
pDL-hnRNPDL-∆100-50 
Zur Analyse der hnRNP DL Bindestelle wurden ausgehend von dem pDL-hnRNPDL Plasmid 50 nt deletiert, die als 
Bindestelle überprüft werden sollten. Bei den deletierten Nukleotiden handelt es sich in Intron 7 um die             
100-50 nt aufwärts der 3’ SS liegende Sequenz. Die Amplifikation erfolgte mit zwei Oligonukleotidpaaren, die 
ausgehend von pDL-hnRNPDL den 5’ Bereich vor der Deletion und den 3’ Bereich hinter der Deletion mit einem 
gemeinsamen Überhang amplifizierten. In einer dritten PCR konnten beide Fragmente zusammengeführt werden 
und anschließend mit den Schnittstellen NotI und SalI in das Plasmid pDL kloniert werden. 
5.6.9 hnRNP DL Überexpressionsplasmide pCMV-hnRNPDL und pCMV-hnRNPDL∆6 
Um hnRNP DL gezielt überexprimieren zu können, wurde die CDS der verschiedenen Isoformen in das Plasmid 
pCMV-MS eingebracht, in dem die Proteine unter Kontrolle des viralen CMV Promotors exprimiert werden. Zwei 
Isoformen mit unterschiedlichem Transkriptionsstart führen zu einem 420 aa langen Protein (hnRNP DL_lang, 
Ensembl Transcript ID: ENST00000621267) und einem 301 aa langen Protein (hnRNP DL, Ensembl Transcript 
ID: ENST00000507721), welches einen verkürzten N-Terminus aufweist, sonst aber mit hnRNP DL_lang identisch 
ist67. Die CDS von hnRNP DL wurde von dem Plasmid pCMV-hnRNPDL_lang85 amplifiziert und mit den 
Schnittstellen AgeI und XbaI in pCMV-MS ligiert. 
Eine weitere Isoform ist hnRNP DL∆6, ausgehend von dem 301 aa langen Polypeptid hnRNP DL, bei dem Exon 6 
(kodiert für 57 aa) nicht exprimiert wird68. Die Amplifikation erfolgte mit zwei Oligonukleotidpaaren, die 
ausgehend von pCMV-hnRNPDL den 5’ Bereich (Exon 1-5) und den 3’ Bereich (Exon 7) mit einem gemeinsamen 
Überhang amplifizierten. In einer dritten PCR konnten beide Fragmente zusammengeführt werden und 
anschließend mit den Schnittstellen AgeI und XbaI in das Plasmid pCMV-MS kloniert werden. 





5.6.10 Stabile Integration pFRT-GFP-hnRNPDL 
Die Sequenz von hnRNP DL wurde mit N-terminalem GFP kloniert. Die Sequenzen von hnRNP DL wurden 
ausgehend von pCMV-hnRNPDL amplifiziert, die GFP-Sequenz wurde von pCMV-EGFP amplifiziert, beide 
Proteine wurden als Fusionsproteine exprimiert und enthalten einen Serin-Glycin-Linker (SGGGG), der beide 
Polypeptide voneinander trennt, um deren Faltung und Funktion nicht zu beeinträchtigen. Die amplifizierten 
Fragmente enthalten einen passenden Überhang und wurden in einer dritten PCR zusammengeführt. Die 
Fragmente wurden mit den Schnittstellen BsiWI und SacI in das Plasmid pFRT-CD20 kloniert. Dieses exprimiert 
die Proteine unter Kontrolle eines CMV Promotors und enthält eine Hygromycin-Resistenz (ohne Startcodon) zur 
Selektion der transfizierten Zellen mit integriertem Plasmid (Expression der Hygromycin-Resistenz). 
5.6.11 hnRNP D 
HnRNP D Überexpressionsplasmide pCMV-hnRNPD45/D42/D40/D37 
Um hnRNP D Proteine zu überexprimieren, wurden die CDS der verschiedenen Isoformen hnRNP D45, D42, D40 
und D37 in das Plasmid pCMV-MS kloniert. Die Protein Isoformen unterscheiden sich durch das Vorhandensein 
der alternativen Exons 2 und 7. D45 enthält beide alternativen Exons, während der kürzesten Isoform D37 beide 
Exons fehlen. D42 enthält kein Exon 2, während D40 kein Exon 7 exprimiert113. Die Sequenz der Isoformen wurde 
in mehreren Schritten amplifiziert. Das erste Oligonukleotidpaar amplifizierte den Bereich von Exon 1 bis Exon 
3/4 mit cDNA als Templat, sodass zwei Fragmente, mit und ohne Exon 2, erhalten wurden. Ein weiteres 
Oligonukleotidpaar amplifizierte den Bereich von Exon 3/4 bis Exon 8, sodass die Fragmente mit und ohne Exon 
7 amplifiziert wurden. Jeweils ein Fragment von Exon 1-3/4 wurde mit einem Fragment von Exon 3/4-8 
kombiniert, sodass die Sequenz der vier Isoformen erhalten wurde. Alle Fragmente wurden mit XhoI und AgeI 
kloniert. 
HnRNP D: Minigen pDL-hnRNPD 
Der 3’ UTR von hnRNP D wurde hinter den ORF des luc2 Gens in pDL kloniert, sodass Änderungen des Spleißens 
von hnRNP D Exon 9 analysiert werden konnten. Dafür wurde der gesamte 3’ UTR ausgehend von pDLP-hnRNPD 











5.7.1 Methoden zur Behandlung prokaryotischer Zellen 
5.7.1.1 Kultivierung prokaryotischer Zellen 
Die Anzucht von E. coli erfolgte in LB Flüssig- oder Festmedium bei 37°C für ca. 16 h. Gegebenenfalls wurde dem 
Medium das Antibiotikum Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 µg/ml zugefügt. Flüssigkulturen wurden 
in Schräglage bei 150-180 rpm schüttelnd inkubiert. Die kurzzeitige Lagerung von Festkulturen erfolgte bei 4°C. 
5.7.1.2 Herstellung CaCl2 kompetenter E. coli Zellen 
Für die Herstellung kompetenter Zellen wurde ein frischer Ausstrich des Zellstocks auf LB Festmedium 
angefertigt. Hiervon wurde eine 4 ml ÜNK inokuliert, woraus anschließend 200 ml LB-Medium in einem 1 l Kolben 
angeimpft und bei 37°C / 180 rpm bis zu einer oD600 von 0,4 – 0,5 angezogen wurden. Anschließend wurden die 
Zellen für 30 min auf Eis inkubiert und auf 4 Reaktionsgefäße (je 50 ml) aufgeteilt. Alle nachfolgenden Schritte 
wurden auf Eis durchgeführt. Die Zellen wurden durch 5-minütiges Zentrifugieren bei 6000 rpm pelletiert, der 
Überstand wurde dekantiert. Das Waschen der Pellets erfolgte durch Resuspendieren der Zellen in je 25 ml         
0,1 M CaCl2 und erneutem Zentrifugieren für 5 min bei 6000 rpm. Die Pellets wurden in insgesamt 20 ml 0,1 M 
CaCl2 aufgenommen und für 1 h auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 100% Glycerin (Endkonzentration 15%) 
wurden die Zellen zu je 330 µl aliquotiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen 
wurden bei -80°C gelagert.  
Die Bestimmung der Kompetenz der E. coli Zellen wurde nach Hanahan et al. unter Verwendung des pUC19 
Plasmids durchgeführt164. CFU-Werte (Colony Forming Unit) im Bereich von 106 oder darüber waren akzeptabel. 
5.7.1.3 Transformation CaCl2 kompetenter E. coli Zellen 
Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Anschließend wurden 100 µl Zellen zusammen mit der zu 
transformierenden DNA (20 µl Ligationsansatz; 1-100 ng Plasmid-DNA) gemischt und für 30 min auf Eis inkubiert. 
Der Hitzeschock erfolgte für 30 sec bei 42°C im Wasserbad. Nach weiteren 5 min Inkubation auf Eis wurde 1 ml 
LB-Medium zugegeben und für 1 h bei 37°C schüttelnd inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (1 min 
bei 13000 rpm) pelletiert, der Überstand dekantiert. Die Bakterien wurden im Rückfluss resuspendiert und der 
gesamte Ansatz auf Selektivmedium ausplattiert und bei 37°C über Nacht inkubiert.  
Bei Retransformationen konnten, aufgrund der leichteren Transformierbarkeit, die Schritte verkürzt werden, 
sodass nur 10 min Inkubation auf Eis, 15 sec Hitzeschock und 30 min bei 37°C benötigt wurden. Ausplattiert 
wurden hier nur 100 µl des Transformationsansatzes auf Selektivmedium. 
5.7.2 Methoden zur Behandlung eukaryotischer Zellen 
Alle Arbeiten mit eukaryotischen Zellen erfolgten unter der Sterilbank. Die verwendeten Materialien und 
Lösungen wurden bereits steril vom Hersteller bezogen oder autoklaviert bzw. sterilfiltriert. Alle Kulturen wurden 
regelmäßig auf Mycoplasmen getestet. 





5.7.2.1 Arbeiten mit HUVEC 
Kultivierung 
HUVEC sind Primärzellen und können nur ca. 12x passagiert werden. Für die durchgeführten Experimente 
wurden HUVEC der Passagen 2 und 3 verwendet. Die Zellen wurden bei 37°C unter 5% CO2-Atmosphäre in T75 
Flaschen mit 10 ml EBM mit 10% FCS und EGM single quots (hEGF, Hydrocortison, GA-1000, BBE) kultiviert und 
einmal wöchentlich passagiert. Dazu wurde das Medium entfernt, die Zellen mit 5 ml 1x PBS gewaschen und die 
Zellen mit 2 ml TE-Puffer bei RT inkubiert. Die Zellen wurden unter dem Mikroskop beobachtet, sodass der           
TE-Puffer kurz vor dem Ablösen der Zellen wieder entfernt werden konnte. Die Zellen wurden noch 1-2 min bei 
RT inkubiert, bis sie sich von der Oberfläche gelöst hatten. Dann wurden 6 ml Medium dazugegeben und die 
Zellen 1:6 passagiert. Für eine anschließende Elektroporation wurden die Zellen 1:2 passagiert, damit nach              
2 Tagen eine ausreichende Konfluenz von ca. 60-70% vorlag. 
Hypoxie-Stress 
Zur Untersuchung von Hypoxie-Stress wurden je 1,5*106 Zellen in einer 60 mm Schale in 4 ml Medium 
ausgebracht, nach 24 h wurde das Medium gewechselt und die Zellen anschließend für 48 h bei Normoxie (21%) 
bzw. Hypoxie (1% O2) inkubiert. Die Zellen sollten zu Beginn der 48stündigen Inkubation 100% konfluent sein. 
Die Inkubation erfolgte in einem Inkubator, der Sauerstoff durch Stickstoff ersetzen kann.  
Cycloheximid-Behandlung 
Zur Behandlung der HUVEC mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX) wurden 1,5*106 Zellen pro  
60 mm Schale ausgebracht und wie beschrieben für 48 h bei Normoxie oder Hypoxie inkubiert. Anschließend 
wurde CHX zu einer finalen Konzentration von 5 bzw. 10 µM zugegeben und für weitere 8 h inkubiert. 
Elektroporation 
HUVECs wurden in T75 Kulturflaschen zu einer Konfluenz von 60-70% über 2 Tage angezogen. Die Zellen wurden 
mit Trypsin-EDTA gelöst und die Reaktion durch Zugabe von Trypsin Neutralization Solution gestoppt. Je 1*106 
Zellen wurden für 5 min bei 1000 rpm sedimentiert und in 100 µl P5 Primary Cell Solution aufgenommen.  
Folgende Plasmidmengen wurden zur Elektroporation eingesetzt: 
• 2 µg pFLAG-Konstrukte 
• 5 µg pEGFP-Konstrukte 
• 0,5 µg pCMV-MAX-A/B 
Die DNA wurde zu den Zellen hinzugegeben, anschließend wurde der Ansatz in einem 4D-Nucleofector 
(Zelltypprogramm CA-167, HUVEC) elektroporiert. Die transfizierten Zellen wurden zunächst in ein 6-well mit  
1,7 ml vorgelegtem Medium (für 1-2 h bei 37°C, 5% CO2 vorgewärmt) überführt und anschließend auf zwei           
12-wells aufgeteilt (je 800 µl). So wurde die identische Behandlung zweier Proben gewährleistet. Nach 24 h 
wurde das Medium gewechselt, nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und erneut frisches 
Medium zugefügt. Dann wurden die Zellen für 48 h bei Normoxie oder Hypoxie (1% O2) inkubiert. 





Transfektion mit RNAiMAX 
Zur Transfektion von HUVEC mit siRNA wurde das Reagenz RNAiMAX verwendet. Die Zellen wurden in 60 mm 
Schalen zu je 1,5*106 Zellen (UPF1 knockdown) bzw. 3,5*105 Zellen (hnRNP DL knockdown) ausgesät und nach 
18-24 h transfiziert. 
Im ersten Ansatz wurden 250 µl Opti-MEM mit der gewünschten Menge siRNA versetzt (15 pmol UPF1, 60 pmol 
hnRNP DL). Der zweite Ansatz enthielt 250 µl Opti-MEM und 5 µl RNAiMAX. Beide Ansätze wurden vereint und 
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden mit 3 ml Opti-MEM gewaschen, dann wurden 2500 µl 
Opti-MEM zugegeben und 500 µl Transfektionsreagenz langsam auf der Platte verteilt. Nach 4 h erfolgte ein 
Mediumwechsel mit 4 ml Medium. Für UPF1 wurde nach 48 h die RNA bzw. das Protein isoliert, für hnRNP DL 
wurden die Zellen nach 48 h oder 72 h analysiert. 
Kristallviolett-Assay 
Der Kristallviolett-Assay bestimmt die Viabilität von Zellen. Dazu wurden die Zellen 48 h und 72 h nach siRNA 
vermitteltem knockdown von hnRNP DL mit 500 µl 1x PBS gewaschen und durch Zugabe von 250 µl Trypsin-EDTA 
gelöst. Die Zellen wurden mit 250 µl Medium versetzt und die Lebendzellzahl durch manuelles Auszählen nach 
Trypanblaufärbung bestimmt. Je 1*105 Zellen in 200 µl Medium wurden in 4fach Bestimmung in 96-well-Platten 
ausgesät. Nach 24 h wurde das Medium entfernt und die Zellen für 5 min mit 200 µl 0,5% Formaldehyd (in PBS) 
fixiert. Die Zellen wurden mit 200 µl 1x PBS gewaschen und dann mit 50 µl Kristallviolettlösung (0,5%) für 10 min 
bei RT angefärbt. Anschließend wurde 3mal mit je 200 µl 1x PBS gewaschen, dann wurden 100 µl 33%ige 
Essigsäure zugegeben, für 5 min bei RT inkubiert, gemischt und die Absorption bei 620 nm (5 Blitze) am 
Spektrophotometer Infinite® M200 PRO gemessen. 
5.7.2.2  Arbeiten mit HeLa-Zellen 
Kultivierung 
Die Zellen wurden bei 37°C unter 5% CO2-Atmosphäre in 20 ml DMEM mit 10% FCS (v/v), 2 mM L-Glutamin,       
100 µg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin in T75 Gewebekulturflaschen kultiviert. Zweimal wöchentlich 
wurden die zu 80-90% konfluenten Zellen mit 5 ml PBS-Puffer gewaschen und anschließend durch 1-5minütige 
Inkubation bei 37°C mit 3 ml TE-Puffer abgelöst. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 7 ml Medium gestoppt. 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit 20 µl der Zellsuspension mit Hilfe des TC10 Zellzählers. T75 Flaschen 
wurden mit 1*106 Zellen ausgesät. Für Transfektionen mit Lipofectamine wurden HeLa-Zellen zu einer Dichte 
von 125.000 Zellen pro 12-well ausgesät, für Transfektionen mit RNAiMAX wurden 60.000 Zellen pro 12-well 
ausgesät. Bei Verwendung von Platten anderer Größe wurde die Zellzahl sowie das Medium entsprechend der 
Fläche angepasst, also 0,5fach für 24-well- oder 2,5fach für 6-well-Platten.  
 
 





Transfektion mit Lipofectamine 2000 
HeLa-Zellen wurden so ausgesät, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion 80-90% konfluent waren, dies 
entspricht 125.000 Zellen für 12-well-Platten, 24 h vor der Transfektion. 
Für die Lipofektion wurden 375-1500 ng Plasmid (Tabelle 5.14) pro 12-well eingesetzt und jeweils in  
100 µl Opti-MEM verdünnt. In einem weiteren Ansatz wurden 2 µl Lipofectamine 2000 mit 100 µl Opti-MEM 
versetzt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Vereinen beider Ansätze folgte eine 20-minütige 
Inkubation bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden mit je 2 ml 1x PBS gewaschen, anschließend wurde je 1 ml 
Opti-MEM vorgelegt. Je 200 µl Transfektionsmix wurde pro well zugefügt und die Zellen für 2 h bei 37°C, 5% CO2 
inkubiert. Das Transfektionsgemisch wurde durch 2 ml frisches Medium ersetzt und die Zellen nach 24 h 
weiterverarbeitet. 
Alle Angaben wurden entsprechend erhöht oder verringert, abhängig von der Wachstumsfläche der Zellen. 
 
Tabelle 5.14 Transfizierte Plasmidmengen in HeLa-Zellen  
Konstrukt Transfizierte Menge pro 12-well [ng]  
pFLAG-WT/E/FULL 375 (WT) – 1500 (E und weitere WT/E-Varianten) 
pEGFP-Varianten 500 (CHX), 1500  
pCMV-HA-WT/E 1500 
 Transfizierte Menge pro 24-well [ng] 
pDL-Varianten 100 
 
Transfektion mit Lipofectamine 3000 
Die Lipofektion mit Lipofectamine 3000 erfolgte im Wesentlichen wie für Lipofectamine 2000 und richtete sich 
nach den Herstellerangaben. Die Zellen wurden 24 h vor der Transfektion ausgesät, dabei wurden 62.500 Zellen 
für ein 24-well und 125.000 Zellen für ein 12-well verwendet, sodass die Zellen am Tag der Transfektion 80-90% 
konfluent waren. 
Für die Transfektion eines 12-wells wurden 800 ng Plasmid (200 ng pcAT7 mit 600 ng pCMV) in 50 µl Opti-MEM 
gelöst. Zusätzlich wurden 2 µl P3000 Reagenz hinzugefügt. In einem zweiten Ansatz wurden 2 µl         
Lipofectamine 3000 in 50 µl Opti-MEM gelöst und für 5 min bei RT inkubiert. Beide Ansätze wurden gemischt 
und für 10 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden mit 2 ml 1x PBS gewaschen und je 1 ml Opti-MEM zugefügt. 
Anschließend wurden die Zellen mit 100 µl Transfektionsreagenz versetzt und bei 37°C, 5% CO2 inkubiert. Nach 
2 h wurde das Transfektionsgemisch durch 2 ml frisches Medium ersetzt. 
Für Kotransfektionen von Plasmiden mit siRNA wurde kein P3000 Reagenz verwendet, dabei wurden 6 pmol 
siRNA (hnRNP DL) eingesetzt. Alle Angaben wurden entsprechend erhöht oder verringert, abhängig von der 
Wachstumsfläche der Zellen. 
 
 





Transfektion mit RNAiMAX 
Es wurden 60.000 Zellen pro 12-well ausgesät, sodass die Zellen zum Zeitpunkt der Transfektion eine Konfluenz 
von 60-80% aufwiesen. 
4 pmol siRNA (UPF1) wurden mit 100 µl Opti-MEM versetzt, in einem zweiten Ansatz wurden 1,6 µl RNAiMAX 
mit 100 µl Opti-MEM versetzt. Nach Mischen beider Ansätze wurde der Transfektionsmix für 10 min bei RT 
inkubiert. Die Zellen wurden mit Opti-MEM gewaschen und 1000 µl Opti-MEM vorgelegt. 200 µl Transfektionsmix 
wurde zugegeben und die Zellen bei 37°C, 5% CO2 inkubiert. Nach 4 h wurde das Transfektionsgemisch durch      
2 ml frisches Medium ersetzt und die Zellen nach 48 h verarbeitet. 
Cycloheximid-Behandlung 
HeLa-Zellen wurden in einer 12-well-Platte zu je 125.000 Zellen/well ausgesät. Nach 24 h wurde bei den HeLa-
Zellen das Medium gewechselt, nach weiteren 2 h wurde CHX in einer finalen Konzentration von 100 µg/ml 
zugegeben und die RNA nach 3 bzw. 6 h isoliert. Als Kontrolle wurde die RNA von unbehandelten Zellen isoliert. 
Dual-Luciferase Assay 
Transfektionen für eine spätere Messung der Luziferase-Aktivität wurden im 24-well-Format transfiziert und 
nach Abschluss der Transfektion wurde DMEM ohne Phenolrot verwendet. Die Luziferase-Aktivität wurde 24 h 
nach der Transfektion gemessen. Das Medium wurde entfernt und 100 µl frisches Medium (ohne Phenolrot) 
zugegeben. Anschließend wurden 100 µl Dual-Glo® Luciferase Reagenz zugegeben. Dieses enthält neben dem 
Firefly-Substrat auch zellaufschließende Substanzen, sodass nach dem Zellaufschluss die im Überstand 
befindlichen Firefly-Luziferasen mit ihrem Substrat reagieren konnten. Nach 10-minütiger Inkubation bei 
Raumtemperatur wurde die Lösung luftblasenfrei in eine weiße 96-well-Platte überführt. Die Bestimmung der 
Lichtintensität erfolgte am Spektrophotometer Infinite® M200 PRO (Voreinstellung: Lumineszenz, keine 
Abschwächung, 1000 ms Integrationszeit). Zur Messung der Aktivität der Renilla-Luziferase wurden 100 µl des 
Dual-Glo® Stop&Glo® Reagenz zugegeben, 5 min bei RT inkubiert und erneut die Lichtintensität ausgelesen. 
Durch Bildung eines Quotienten aus Firefly- und Renilla-Luziferase konnten die relativen Lichteinheiten bestimmt 
werden. 
Fluoreszenz-Mikroskopie 
Um GFP-Fusionsproteine zu lokalisieren wurden 2*105 HeLa-Zellen in eine 6-well-Platte mit Deckglas ausgesät. 
Die Zellen wurden mit Lipofectamine 2000 transfiziert (Kapitel 5.7.2.2) und nach 24 h fixiert und gefärbt. Dazu 
wurden die Zellen zunächst 3mal mit je 3 ml 1x PBS gewaschen und dann mit 3 ml 3%igem Formaldehyd (in PBS) 
für 10 min fixiert. Nach erneutem, 3maligem Waschen wurden die Nuklei mit 3 ml Höchst (1 µg/ml) für 5 min 
gefärbt. Anschließend wurden die Zellen 5mal mit 1x PBS gewaschen und dann das Deckglas mit Moviol auf 
einem Objektträger über Nacht fixiert. Die Fluoreszenzbilder wurden an einem Axiovert 200 mit 40facher 
Vergrößerung und Filter für DAPI bzw. GFP aufgenommen. 





5.7.2.3 Arbeiten mit HF1-3-Zellen 
Flp-InTM System 
Um eine Zelllinie zu generieren, die das Fusionsprotein GFP-hnRNP DL bzw. GFP als Kontrolle konstitutiv 
exprimiert, wurde das Flp-In System von Thermo Fisher verwendet165. Als Wirts-Zelllinie wurden HF1-3-Zellen 
verwendet. Diese wurden generiert, wie für die Zelllinie HF1-1 beschrieben [Berens 2006]. Beide Zelllinien sind 
unabhängige Schwester-Zelllinien, die aus derselben Selektion entstanden sind. Sie wurden ausgehend von HeLa-
Zellen generiert und enthalten die notwendige FRT Stelle für die stabile Integration mit dem Flp-In System.  
Bei einer Kotransfektion werden das Rekombinase expriminierende pOG44 sowie das Zielgen exprimierende 
pFRT Plasmid in die Wirts-Zelllinie transfiziert. Durch die Flp Rekombinase wird eine homologe Rekombination 
zwischen den FRT Stellen im Genom und auf dem pFRT-Plasmid ausgelöst, sodass das pFRT-Plasmid in das Genom 
integriert wird. Dadurch erhält das Hygromycin-Resistenzgen ein ATG Startcodon, gleichzeitig wird das Zeocingen 
inaktiviert. Somit können Flp-In Expressions-Zelllinien mit Hygromycin selektiert werden. 
Kultivierung 
HF1-3-Zellen wurden bei 37°C unter 5% CO2-Atmosphäre in 20 ml DMEM mit 10% FCS (v/v), 2 mM L-Glutamin, 
100 µg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Zeocin in T75 Gewebekulturflaschen kultiviert. 
Zweimal wöchentlich wurden die zu 80-90% konfluenten Zellen mit 5 ml PBS-Puffer gewaschen und anschließend 
durch 1-5minütige Inkubation bei 37°C mit 3 ml TE-Puffer abgelöst. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 7 ml 
Medium gestoppt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit 20 µl der Zellsuspension mit Hilfe des TC10 
Zellzählers. T75 Flaschen wurden mit 3*105 Zellen ausgesät. 
Generierung einer stabilen Zelllinie 
HF1-3-Zellen wurden in ein 6-well zu 125.000 Zellen in DMEM ohne Zeocin ausgesät. Nach 24 h erfolgte die 
Transfektion mit 250 ng pFRT-GFP-hnRNPDL bzw. pFRT-GFP als Kontrolle und jeweils 2,25 µg pOG44 (Verhältnis 
1:9) mit Lipofectamine 2000. Die Transfektion wurde, wie für HeLa-Zellen beschrieben, mit der 2,5fachen Menge 
des 12-well-Ansatzes durchgeführt. Die Zellen wurden für 4 h bei 37°C, 5% CO2 inkubiert. Das 
Transfektionsgemisch wurde durch 5 ml frisches Medium ohne Selektionsdruck ersetzt. 
Nach 48 h wurden die Zellen mit 5 ml PBS-Puffer gewaschen und anschließend mit 0,5 ml TE-Puffer gelöst. Die 
Zellen wurden in eine T25 Gewebekulturflasche mit 10 ml DMEM (mit 10% FCS (v/v), 2 mM L-Glutamin,  
100 µg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin) ohne Selektionsdruck überführt. Nach ca. 8 h wurde das Medium 
ausgetauscht und zusätzlich 150 µg/ml Hygromycin B zugefügt. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen wie 
beschrieben in T75 Gewebekulturflaschen (je 5*105 Zellen) überführt, Hygromycin B (150 µg/ml) wurde dem 
Medium direkt zugegeben. Die Zellen wurden für ca. 2 Wochen unter Selektionsdruck kultiviert und dabei 3mal 
wöchentlich zu je 2,5*105 – 5*105 Zellen in neue T75 Gewebekulturflaschen überführt. Um den Selektionsdruck 
zu gewährleisten sollten die Zellen eine Konfluenz von ca. 40-50% nicht überschreiten.  
Zur Isolierung von RNA- und Proteinproben wurden je 300.000 Zellen in ein 6-well ausgesät und die Zellen nach 
24 h weiterverarbeitet. Die Expression des integrierten GFP-hnRNP DL-Fusionsproteins wurde anschließend im 
Western Blot überprüft. 





5.7.3 Allgemeine Methoden mit Nukleinsäuren 
5.7.3.1 Quantifizierung von Nukleinsäurekonzentrationen 
Die Konzentration von Nukleinsäuren wurde bei 260 nm UV-spektrophotometrisch mit dem Nanodrop ND-1000 
Spectrophotometer in ng/µl bestimmt. Als Referenz wurde Wasser verwendet. Zur Umrechnung in mol/L wurde 
der mittlere Extinktionskoeffizient von 660 g/mol pro Basenpaar DNA und 317 g/mol für einzelsträngige RNA 
verwendet.  
5.7.3.2 Plasmidpräparation 
Für kleinere Mengen Plasmid erfolgte die Plasmidpräparation mit Hilfe des QIAprep Miniprep Kits aus einer 4 ml 
E. coli ÜNK. Für größere Mengen wurde das QIAfilter Plasmid Maxi Kit verwendet. Hierfür wurden Zellen aus    
100 ml Kultur verwendet. Die Plasmidpräparation wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. Die Elution von 
Minipräparationen erfolgte in 50 µl MQ. Bei Maxipräparationen erfolgte die Elution in 200-500 µl MQ. 
5.7.3.3 Sequenzierung 
Die Sequenzierung von Desoxyribonukleinsäuren wurde von Seqlab durchgeführt und basierte auf dem 
Kettenabbruchverfahren nach Sanger. Für die Sequenzierung wurden je 1200 ng Plasmid mit 30 pmol eines 
Oligonukleotids in einem Volumen von 15 µl an Seqlab versandt. 
5.7.3.4 Gelelektrophorese 
Die Agarosegelelektrophorese diente dem Nachweis der Reinheit und Integrität von Nukleinsäuren sowie der 
Auftrennung nach ihrer Länge. Abhängig von der Länge der nachzuweisenden DNA wurden 
Agarosekonzentrationen von 1-3% (w/v) in 1x TAE eingesetzt. Als Größenstandard wurde für 1%ige Gele die 
peqGold 1 kb DNA-Leiter, für 3%ige Gele die peqGold Ultra Low Range DNA-Leiter II verwendet. Die Proben 
wurden mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und durch Anlegen eines elektrischen Felds (8-10 V/cm Gellänge) 
aufgetrennt. Die Gele wurden nach der Elektrophorese im Ethidiumbromid-Bad (100 µg/ml) angefärbt und mit 
der Videodokumentationsanlage von INTAS unter Bestrahlung durch UV-Licht (254 nm) fotografiert.  
Die Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) wurde für die Analyse von RNA verwendet, da sie eine feinere 
Auftrennung von Nukleinsäuren ermöglicht. Je nach Größe der aufzutrennenden RNA wurde eine Prozentigkeit 
von 6-15% Acrylamid (v/v) und 8 M Harnstoff zur Denaturierung gewählt, die Polymerisation wurde durch Zugabe 
von 0,01 Vol APS (10%) und 0,001 Vol TEMED katalysiert. Als Laufpuffer wurde TBE verwendet. Die Proben sowie 
der Größenstandard Low Range ssRNA Ladder wurden vor dem Gellauf mit 2x RNA-Ladepuffer versetzt, für 5 min 
bei 95°C erhitzt und danach auf Eis abgekühlt. Die Auftrennung erfolgte bei 15-30 V/cm Gellänge, die Gele 
wurden in einem Ethidiumbromid-Bad gefärbt und unter UV-Licht dokumentiert.  
5.7.3.5 Aufreinigung von Nukleinsäuren aus Gelen 
Präparative Agarosegele zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurden mit UV-Licht der Wellenlänge 366 nm 
behandelt um UV vermittelte Schäden zu vermeiden. Die DNA wurde ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick 
Gel Extraktions Kits nach Herstellerangeben aufgereinigt und die DNA in MQ eluiert. 





Zur Aufreinigung von RNA-Molekülen aus denaturierenden Polyacrylamid-Gelen wurden diese unter  
UV-Bestrahlung mit einer Handlampe ausgeschnitten und in kleine Stücke zerteilt. Über Nacht wurden die 
Gelstücke in 0,3 M NaAc bei 4°C eluiert und dann mittels ethanolischer Fällung aufgereinigt. 
5.7.3.6 Fällung von Nukleinsäuren 
Nukleinsäuren wurden in dieser Arbeit standardmäßig mit Hilfe der ethanolischen Fällung mit Natriumacetat 
(NaAc) gefällt. Eine Ausnahme stellt die Fällung mit Lithiumchlorid dar, die nach dem Biotinylieren von RNA 
durchgeführt wurde. 
Ethanolpräzipitation mit Natriumacetat 
Bei der Ethanolfällung wurde die Nukleinsäure mit 0,1 Vol 3 M NaAc pH 6,5 und 5 Vol 100% EtOH (4°C) versetzt 
und für 30 min bei -80°C oder alternativ 1 h bis mehrere Tage bei -20°C gefällt. Nach Zentrifugation für 
mindestens 30 min bei 13000 rpm (4°C) wurde das Pellet mit 1 Vol 70% EtOH gewaschen (15 min bei 13000 rpm, 
4°C), danach für 5 min bei Raumtemperatur getrocknet und in MQ gelöst. 
Lithiumchloridfällung 
Die Nukleinsäurelösung wurde mit 0,125 Vol 4 M LiCl und 3,75 Vol 100% EtOH versetzt und für 1 h bei -80°C 
gefällt. Nach Zentrifugation bei 13000 rpm (4°C) für 10 min wurde das Pellet mit 1 Vol 70% EtOH gewaschen         
(5 min bei 13000 rpm, 4°C), anschließend das Pellet für 5 min bei RT getrocknet und in MQ gelöst. 
5.7.3.7 Phenolisierung von Nukleinsäuren 
Die für RNA-Synthesen eingesetzten Plasmide wurden phenolisiert, um störende Proteine abzutrennen. Hierzu 
wurde die Nukleinsäure mit 1 Vol Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt, die Phasen vermischt 
und in ein vorbereitetes Maxtract-Gefäß überführt. Durch Zentrifugation nach Herstellerangaben wurden die 
Phasen getrennt. Die obere wässrige Phase wurde in ein neues Maxtract-Gefäß überführt und mit 1 Vol 
Chloroform-Isoamyalkohol (24:1) versetzt, beide Phasen vermischt und erneut zentrifugiert. Der wässrige 
Überstand wurde mittels Ethanol und NaAc gefällt. 
5.7.3.8 Restriktionsendonukleolytische Spaltung von DNA 
Die Restriktionsspaltung mit Endonukleasen wurde im vom Hersteller empfohlenen Puffersystem zu den 
empfohlenen Reaktionsbedingungen durchgeführt. Die verwendete Enzymmenge (Units) wurde mit Formel I 
berechnet, dabei war zu beachten, dass die Gesamtmenge des Enzyms 10% (v/v) des Gesamtvolumens nicht 
übersteigt. Die Definition der Units sowie die Referenz-DNA werden hierbei vom Hersteller der 
Restriktionsendnukleasen angegeben.  
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5.7.3.9 Ligation von DNA-Fragmenten 
Bei der Ligation werden passende freie DNA-Enden mittels enzymatischer Reaktion verbunden. Als Kofaktor 
benötigt die T4 DNA Ligase ATP, welches dem Reaktionsansatz in einer Endkonzentration von 1 mM zugegeben 
wurde. DNA-Fragment und Vektor (25 ng) wurden in einem molaren Verhältnis von 5:1 eingesetzt. Die 
Ligationsreaktion erfolgte mit 400 U T4 DNA Ligase für 30 min bei Raumtemperatur, alternativ bei 16°C über 
Nacht. 
5.7.3.10 Hybridisierung von Nukleinsäuren 
Zur Generierung kurzer doppelsträngiger DNA-Moleküle (<100 bp) wurden komplementäre Oligonukleotide (je 
500 pmol) im Verhältnis 1:1 in MQ gemischt, für 5 min auf 95°C erhitzt und dann langsam auf RT abgekühlt. Die 
Hybride konnten anschließend als Templat für in vitro Transkriptionen oder zur Ligation eingesetzt werden. 
5.7.4 RNA-Präparation  
5.7.4.1 RNA-Präparation mit miRNeasy Kit 
Bei der RNA-Präparation aus HUVEC (35 oder 60 mm Schalen) und HF1-3-Zellen (6-well-Platten) wurde die 
Gesamt-RNA mit Hilfe des miRNeasy Mini Kits isoliert. Dazu wurden die Zellen zunächst mit je 2 ml 1x PBS-Puffer 
gewaschen und anschließend je 700 µl QIAzol Lysis Reagenz auf die Zellen gegeben. Das weitere Vorgehen 
erfolgte nach Herstellerangaben. Der optionale DNase-Verdau mit dem RNase freien DNase Set wurde 
durchgeführt, die Elution erfolgte in 35 µl MQ. Die Qualität der RNA-Präparation wurde auf einem 1%igen 
Agarose-Gel kontrolliert. 
5.7.4.2 RNA-Präparation mit Trizol 
Die Präparation aus HeLa-Zellen sowie HUVEC (nach der Elektroporation) aus der 12-well-Platte erfolgte mit 
Trizol. Dazu wurden die Zellen zunächst mit 2 ml 1x PBS-Puffer gewaschen, dann wurden 400 µl Trizol zugegeben 
und die Zellen durch auf- und abpipettieren lysiert. Das Lysat wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 
für 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 80 µl Chloroform wurden die Phasen durch 15 sec vortexen gemischt 
und für 3 min bei RT inkubiert. Die Phasen wurden durch 15minütige Zentrifugation bei 13300 rpm und 4°C 
getrennt, dann wurde die obere, wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Nach Zugabe von 200 µl 
Chloroform wurden beide Phasen durch 15 sec vortexen gemischt und erneut 15 min bei 13300 rpm und 4°C 
zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 0,75 µl GlycoBlue zur 
späteren Färbung des Pellets sowie 200 µl Isopropanol zur Fällung zugefügt. Die Fällung erfolgte für 10 min bei 
RT und die ausgefallene RNA wurde danach für mindestens 30 min bei 13300 rpm, 4°C sedimentiert. Die RNA 
wurde mit 500 µl 70% EtOH gewaschen, das Pellet anschließend für 5 min bei RT getrocknet und in 33 µl MQ 
(HeLa) bzw. 35 µl MQ (HUVEC) aufgenommen. Der darauffolgende DNase-Verdau wurde für HeLa-RNA mit 3 µl 
Turbo-DNase für 30 min bei 37°C, für HUVEC-RNA mit 1 µl Turbo-DNase für 10 min bei RT durchgeführt. Die RNA 
wurde danach mit Ethanol und Natriumacetat gefällt und in 20 µl MQ aufgenommen. Die Qualität der RNA-
Präparation wurde auf einem 1%igen Agarose-Gel kontrolliert. 






RNA wurde mit MuLV Reverser Transkriptase (MuLV) in cDNA umgeschrieben und diente als Ausgangsmaterial 
für PCR-Reaktionen. Je 1 µg RNA wurde auf 10 µl MQ aufgefüllt und 30 µl MasterMix (Tabelle 5.15) hinzugegeben. 
Nach Ablauf des Programms wurden die Proben mit MQ auf 200 µl aufgefüllt. 
 
Tabelle 5.15 Ansatz für cDNA-Synthese mit MuLV Reverser Transkriptase 
Reaktionsansatz Programm 
12,6 µl MQ Temperatur Zeit 
8 µl MgCl2, 25 mM 20°C 10 min 
4 µl 10x Reaktionspuffer 42°C 15 min 
0,4 µl dNTPs, 100 mM 99°C 5 min 
1 µl RNase Inhibitor  4°C ∞ 
2 µl Hexamere (0,4 µg)   
2 µl MuLV    
30 µl Summe   
 
5.7.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion dient zur gezielten Amplifizierung von DNA. Sie wurde zu analytischen Zwecken 
(Kolonie-PCRs und RT-PCR-Analysen) sowie für Klonierungsvorhaben (u.a. Einbringung von 
Restriktionsschnittstellen) eingesetzt. Für analytische PCRs wurde Taq-Polymerase verwendet, während eine 
DNA-Polymerase mit Korrekturlesefunktion (Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase, Q5 Polymerase) für 
Klonierungszwecke verwendet wurde. 
5.7.6.1 Kolonie-PCR 
Zur Überprüfung, ob die Zellen einer Bakterienkolonie ein Plasmid mit dem gewünschten DNA-Fragment 
besitzen, wird eine Kolonie-PCR durchgeführt, bei der die Zellen als Templat dienen. Dazu wurden 
Oligonukleotide verwendet, die außerhalb des einzubringenden DNA-Fragments liegen und somit konnte durch 
Größenabschätzung die Anwesenheit des einzubringenden Fragments überprüft werden. In Tabelle 5.16 ist der 
Reaktionsansatz für eine Kolonie-PCR-Reaktion angegeben. Die angegebene Elongationszeit ist variabel und 
richtet sich nach der Länge des erwarteten Fragments.  
 
Tabelle 5.16 Reaktionsansatz und PCR-Programm für die Kolonie-PCR 
PCR-Reaktionsansatz PCR-Programm 
1x ThermoPol-Puffer Schritt Temperatur Zeit Zyklen 
7,5 pmol Oligonukleotid vorwärts Denaturierung 96°C 4 min  
7,5 pmol Oligonukleotid rückwärts Denaturierung 96°C 30 sec 
  25x 5 nmol dNTPs Annealing 50°C 30 sec 
1,25 U Taq-Polymerase Elongation 72°C 30 sec 
ad 25 µl MQ Elongation 72°C 7 min  
   Lagerung 8°C ∞  
 





5.7.6.2 PCR zu Klonierungszwecken 
Für Klonierungszwecke wurde der gewünschte Bereich von gDNA oder Plasmiden amplifiziert. Durch eine 
gezielte Konstruktion der verwendeten Oligonukleotide wurde das Einführen von Erkennungsstellen für 
Restriktionsendonukleasen ermöglicht. Die Polymerasen wurden in den Puffersystemen des Herstellers 
verwendet, für Reaktionen mit der Q5 Polymerase konnte bei Bedarf ein GC-Enhancer eingesetzt werden. Um 
die Spezifität der Polymerasekettenreaktion zu erhöhen und Sekundärstrukturen zu verringern, wurde außerdem 
bei Bedarf DMSO (Endkonzentration 3-9%) oder Trehalose (12%) anstelle von MQ eingesetzt. Einen typischen 
Reaktionsansatz für die Phusion Polymerase zeigt Tabelle 5.17. 
 
Tabelle 5.17 PCR-Ansatz über gDNA oder Plasmide mit der Phusion Polymerase 
Reaktionsansatz PCR-Programm 







30 pmol Oligonukleotid forwärts 
30 pmol Oligonuklotid rückwärts Denaturierung 98°C 15 sec  
100 ng Matrizen-DNA Annealing 55°C 30 sec   35x 
20 nmol dNTPs Elongation 72°C 15-30 sec/kb  
2 U Phusion-Polymerase Elongation 72°C 7 min  
ad 100 µl MQ Lagerung 8°C ∞  
 
5.7.6.3 Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 
Die RT-PCR verwendet cDNA als Matrize. Dadurch kann die Transkription eines Gens unter bestimmten 
Bedingungen oder das Vorkommen von Spleißvarianten untersucht werden.  
In einem Ansatz werden je 25 µl Reaktionsansatz mit 5 µl der verdünnten cDNA (Kapitel 5.7.5) eingesetzt. 
Reaktionsansatz und PCR-Programm sind in Tabelle 5.18 aufgeführt. 
 
Tabelle 5.18 Ansatz für RT-PCR 
Reaktionsansatz PCR-Programm 
17,5 µl MQ Temperatur Zeit Zyklen 
3 µl 10x ThermoPolPuffer 95°C 5 min  
1,8 µl Oligonukleotid vorwärts, 5 µM 95°C 30 sec    
    25-35x 1,8 µl Oligonukleotid rückwärts, 5 µM 55°C 30 sec 
0,6 µl dNTPs, je 10 mM 72°C 30 sec 
0,3 µl Taq 72°C 7 min  
25 µl Summe 8°C ∞  
 
5.7.6.4 Quantitative Real-Time PCR (qPCR) 
Um RNA Spezies zu quantifizieren wurde die qPCR unter Verwendung von SYBR Green-Chemikalien verwendet. 
Ein 20 µl Reaktionsansatz enthielt 5 µl cDNA, 10 µl 2x FAST-SYBR-MIX und je 1 µl Vorwärts- und 
Rückwärtsoligonukleotid (10 µM). Es wurde ein StepOnePlus Real Time PCR Gerät eingesetzt und die Standard-
Einstellungen für Fast-SYBR-Green Mixe inklusive Schmelztemperatur verwendet. Die Auswertung erfolgte nach 
der ∆∆Ct-Methode166. Alle Messungen erfolgten in technischen Duplikaten. 





5.7.7 In vitro Translation 
Die Herstellung der RNA für in vitro Translationen wurde mit phenolisierter und linearisierter DNA der  
pIVTL-Konstrukte unter folgenden Bedingungen durchgeführt: linearisierte DNA (20 ng/µl), 40 mM Tris-HCl  
pH 8,0, 10 mM NaCl, 6 mM MgCl2, 2 mM Spermidin, 10 mM DTT, 0,16 U/µll RNasin (Promega), 0,5 mM NTP Mix, 
T7 Polymerase, für 3 h bei 37°C. Anschließend wurde ein DNase-Verdau mit DNase I (0,02 U/µl DNase I) für  
15 min bei 37°C durchgeführt und die RNA durch Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanolfällung aufgereinigt. 
Die Translation wurde mit Weizenkeim-Extrakt nach Herstellerangaben durchgeführt. Dazu wurden 2 µg RNA für 
3 min bei 67°C erhitzt und dann sofort auf Eis herunter gekühlt. Nach Zugabe des Reaktionsansatzes (10 µl 
Weizenkeim-Extrakt, 0,8 µl aa-Mix ohne Methionin, 0,8 µl aa-Mix ohne Leucin, 0,4 µl RNasin) wurde die 
Translation für 1,5 h im Wasserbad bei 25°C in Glasgefäßen durchgeführt. 5 µl Translationsansatz wurden mit   
20 µl Proteinladepuffer (50 mM Tris-HCl pH6,8; 2% SDS; 0,1% Bromphenolblau; 100 mM DTT) versetzt, 5 min bei 
95°C aufgekocht und für einen Western Blot eingesetzt. 
5.7.8 Methoden mit Proteinen 
5.7.8.1 Herstellung von Proteinextrakt 
Der Proteinextrakt wurde aus HUVEC oder HeLa-Zellen hergestellt. Dazu wurden die Zellen mit 1x PBS-Puffer 
gewaschen und anschließend mit 75 µl Lyse-Puffer für 12-well-Platten (100 µl für 60 mm Schalen) für 20 min auf 
Eis lysiert. Die Zellen bzw. das Zelllysat wurde in ein Reaktionsgefäß überführt, 15 min bei 15000 rpm und 4°C 
zentrifugiert, anschließend wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Mit dem Proteinextrakt 
wurde eine Proteinbestimmung durchgeführt, dann wurde er mit 4x PAP versetzt und bei -20°C gelagert. 
5.7.8.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe des Bradford-Tests167. Durch die Bindung von Coomassie brilliant blue 
G-250 an Proteine verschiebt sich das Absorptionsmaximum (465 nm ohne Protein, 595 nm mit Protein). Somit 
kann die Zunahme der Absorption bei 595 nm als Maß für die Proteinkonzentration der Lösung gesehen werden. 
Um die gemessenen Absorptionswerte einordnen zu können, wurde eine Eichgerade mit bekannter 
Proteinkonzentration von BSA erstellt. Die Eichgerade wurde mit 0, 2,5, 5, 7,5, 10, 15 und 20 µg BSA erstellt, die 
angegebenen Mengen wurden in 800 µl MQ verdünnt und je 200 µl des Bradford-Reagenz zugegeben. Nach 
10minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595 nm gemessen.  
Von den Proteinextrakten wurden je 3-5 µl eingesetzt und in 800 µl MQ verdünnt und dazu je 200 µl Bradford-
Reagenz gegeben und wiederum die Absorption bei 595 nm gemessen. Anhand der Geradengleichung konnte 









5.7.8.3 Western Blot 
Die Proteinproben wurden mit 4x PAP versetzt und 5 min bei 95°C aufgekocht und auf RT abgekühlt. Je  
10-20 µg/Spur wurden auf ein vorgegossenes Gradientengel (Mini Protean TGX Precast Gel, Any kD) geladen und 
bei 150-180 V elektrophoretisch aufgetrennt. Als Größenstandard wurden je 5 µl des Precision Plus All Blue 
mitgeführt. Nach dem Gellauf wurden die Proteine mit Hilfe des Trans-Blot Turbo Transfer Systems auf eine 
PVDF-Membran überführt. Dabei erfolgte der Transfer in der Fast-Blot-Apparatur für Proteine <25 kDa für 5 min, 
für Proteine >25 kDa für 7 min. Nach dem Transfer wurde die Membran für 1 h in 2% (w/v) Blockier-Reagenz (ECL 
Prime Blocking Agent) in 1x TBST blockiert. Im Anschluss wurde die Membran mit dem Erstantikörper (gelöst in 
Blockier-Reagenz) für 1-3 h bei RT inkubiert. Nach 3maligem Waschen in 1x TBST erfolgte die Inkubation mit 
Zweitantikörper (gelöst in Blockier-Reagenz) für 1 h bei RT. Die Membran wurde 3mal in 1x TBST gewaschen und 
anschließend mit ECL Substrat entwickelt. Dazu wurde das ECL System von BioRad bzw. für schwache Signale das 
ECL Select System (Life technologies) nach Herstellerangaben verwendet. Die Membran wurde für 5 min mit 
Substrat (1:1 gemischt) überschichtet und über das ChemiDocTM MP System (BioRad) ausgelesen und mit Hilfe 
der Image Lab Software quantifiziert, falls erwünscht. Die Lagerung der Membran erfolgte in 1x TBST bei 4°C. 
5.7.9 RNA-Protein-Interaktionen (Pulldown) 
5.7.9.1 In vitro Transkription 
Um RNA in vitro zu synthetisieren, wurde ein Templat unter Kontrolle des T7 Promotors verwendet. Für längere 
Fragmente (>100 bp) wurde mit HindIII linearisierter pHDV eingesetzt, welcher nach der Linearisierung durch 
Phenolisierung aufgereinigt wurde. Für kürzere Fragmente wurde das Templat durch eine PCR-Reaktion oder das 
Hybridisieren zweier Oligonukleotide hergestellt und durch Ethanolfällung aufgereinigt. Für eine 1 ml 
Transkription wurden ca. 50 pmol Plasmid oder ca. 500 pmol PCR-Produkt oder hybridisierte Oligonukleotide 
eingesetzt. Die Transkription erfolgte bei 37°C über Nacht unter folgenden Bedingungen: 200 mM Tris-Cl pH 8,0, 
20 mM Mg(Ac)2, 50 mM DTT, 2 mM Spermidin, je 4 mM NTP und 2 μg T7 RNA-Polymerase. Die RNA wurde aus 
einem denaturierenden PAA-Gel ausgeschnitten (Kapitel 5.7.3.5) und über Nacht in 300 mM NaAc pH 6,5 eluiert 
und anschließend mit Ethanol gefällt (Kapitel 5.7.3.6).  
5.7.9.2 Biotinylieren von Nukleinsäuren 
In vitro transkribierte RNA wurde am 5’ Ende mit Biotin markiert, um damit anschließend einen Pulldown-Assay 
durchzuführen. Um die RNA am 5’ Ende zu dephosphorylieren, wurden 600 pmol RNA mit Antarktischer 
Phosphatase in einem 10 µl Ansatz für 30 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von γ-S-ATP (2 mM) und  
T4 Polynukleotidkinase für 30 min bei 37°C in einem Volumen von 20 µl wurde eine Thiophosphatgruppe am  
5’ Ende der RNA eingebaut. Durch Zugabe von 10 µl Biotin (Long Arm) Maleimide für 30 min bei 65°C erfolgte die 
Kopplung von Biotin an die Thiolgruppe der RNA. Die RNA wurde mit Lithiumchlorid gefällt (Kapitel 5.7.3.6) und 
in 20 µl MQ gelöst. 
 





5.7.9.3 Proteinextrakt für Biotin-RNA-Pulldown 
Der Proteinextrakt für den Pulldown wurde frisch hergestellt, dazu wurden unbehandelte HeLa-Zellen 
verwendet. Die T75-Flaschen wurden abtrypsiniert wie in Kapitel 5.7.2.2 beschrieben. Die Zellen wurden für           
5 min bei 1000 rpm sedimentiert und mit 5 ml 1x PBS pro T75 Flasche gewaschen. Die Zellen wurden entweder 
direkt weiterverarbeitet oder bei -20°C gelagert. Die Lyse erfolgte in 1x RIB mit 0,5% Igepal-630, Ribolock  
(2,5 µl/ml), Phosphatase-Inhibitor (50 µl/ml) und PIC (5 µl/ml). Das Zellpellet wurde in 100 µl 1x RIB resuspendiert 
und in flüssigem Stickstoff gefroren. Nach 30minütigem Auftauen auf Eis wurde für 10 min bei 13300 rpm, 4°C 
zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und die Konzentration durch Bradford-
Test (Kapitel 5.7.8.2) bestimmt. Dazu wurde der Proteinextrakt 1:10 in Lyse-Puffer verdünnt. Der Proteinextrakt 
wurde bis zur Verwendung auf Eis inkubiert. 
5.7.9.4 Biotin-RNA-Pulldown 
Für den Biotin-RNA-Pulldown werden Low-Binding Reaktionsgefäße verwendet. Pro Reaktion wurden 100 µl 
Streptavidin-Dynabeads verwendet, die durch 5maliges Waschen in je 1 ml 1x RIB vorbreitet wurden. Dann 
wurden 200 pmol biotinylierte RNA (Kapitel 5.7.9.2) in 500 µl 1x RIB (+ Ribolock) auf die Dynabeads gegeben und 
für 2 h bei 4°C rotierend inkubiert. Pro Reaktion wurde 1 mg HeLa-Proteinlysat (Kapitel 5.7.9.3) in 500 µl 1x RIB 
(+ Ribolock) zugegeben und 1 h bei 4°C rotierend inkubiert. Anschließend erfolgte die Inkubation für weitere 15 
min bei RT. Dann wurden die Dynabeads 5mal in 1x RIB (mit Ribolock) gewaschen und nach dem letzten 
Waschschritt in 30 µl 4x PAP aufgenommen. Die Dynabeads wurden für 10 min bei 95°C aufgekocht, der 























Tabelle 6.1 Abkürzungen 
Abkürzungen xx Abkürzungen (Fortsetzung) 
3’ 3’ OH-Ende  MCS multiple cloning site 
5’ 5’ Phosphat-Ende  MQ Millipore-Wasser 
aa Aminosäure  mRNA messenger RNA 
Amp Ampicillin  NaAc Natriumacetat 
AmpR Ampicillinresistenz  NMD nonsense-mediated mRNA decay 
APS Ammoniumperoxodisulfat  NLS Kernlokalisationssequenz 
(nuclear localization sequence) 
AS alternatives Spleißen  nt Nukleotid 
ATP Adenosintriphosphat  oDx optische Dichte bei x nm 
bp Basenpaar  ORF offener Leserahmen 
(open reading frame) 
BP Verzweigungspunkt (branch point)  ORI origin of replication 
bzw. beziehungsweise  PAA Polyacrylamid 
BSA Rinder-Serum-Albumin  
(bovine serum albumin) 
 PBS Phosphat gepufferte Salzlösung 
(phosphate buffered saline) 
ca. circa  PCI Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 
cDNA complementary DNA  PCR Polymerasekettenreaktion 
CDS Protein kodierende Sequenz 
(coding sequence) 
 prä-mRNA precursor messenger RNA 
CFU Kolonieformende Einheiten 
(colony forming units) 
 Prom Promotor 
CHX Cycloheximid  PTC vorzeitiges Stopcodon 
(premature terminarion codon) 
CLIP cross-linking and 
immunoprecipitation 
 qPCR quantitative RT-PCR 
CMV Cytomegalievirus  RBD RNA bindende Domäne 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium  rev reverse 
DMSO Dimethylsulfoxid  RNA Ribonukleinsäure 
DNA Desoxyribonukleinsäure  RRM RNA recognition motif 
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat  RT Raumtemperatur 
ds doppelsträngig  RT reverse Transkription 
E. coli Escherichia coli  SDS Natriumdodecylsulfat 
EBM Endothelial Cell Basal Medium  SNP single nucleotide polymorphism 
EDTA Ethylendiamintetraacetat  ss einzelsträngig 
et al. et alii (lat.: „und andere“)  SS Spleißstelle 
ESE exonic splicing enhancer  SV40 Simian-Virus 40 
ESS exonic splicing silencer  TE Trypsin-EDTA 
EtOH Ethanol  u.a. unter anderem 
FCS fetal calf serum  üN über Nacht 
fwd vorwärts (forward)  ÜNK Übernachtkultur 
gDNA genomische DNA  ÜTK Übertagkultur 
HUVEC Humane Endothelzellen aus der 
Nabelschnurvene 
(human umbilical vein endothelial 
cells) 
 UTR nicht translatierter Bereich 
(untranslated region) 
ISE intronic splicing enhancer  Vgl. Vergleich 
ISS intronic splicing silencer  Vol. Volumen 
lat. lateinisch  z.B. zum Beispiel 
LB lysogeny broth    
 





Tabelle 6.2 Einheiten 
Einheiten xx 
°C Grad Celsius  
A Ampere  
Da Dalton  
g Gramm  
g Erdbeschleunigung (9,81 m/s2)  
h Stunde  
l Liter  
M Molar  
min Minute  
Mol Stoffmenge (6,022 x 1023 Teilchen)  
rpm Umdrehungen pro Minute  
sec Sekunde  
V Volt  
v/v volume per volume  
W Watt  
w/v weight per volume  
  
Tabelle 6.3 Dimensionen 
Vorsätze für Maßeinheiten 
k Kilo 103 
m Milli 10-3 
µ Mikro 10-6 
n Nano 10-9 
p Pico 10-12 
   







N A, C, G, T, U 
 
Tabelle 6.5 Aminosäuren 
Aminosäuren xx Aminosäuren (Fortsetzung) 
A Alanin  M Methionin 
C Cystein  N Asparagin 
D Asparaginsäure  P Prolin 
E Glutaminsäure  Q Glutamin 
F Phenylalanin  R Arginin 
G Glycin  S Serin 
H Histidin  T Threonin 
I Isoleucin  V Valin 
K Lysin  W Tryptophan 
L Leucin  Y Tyrosin 
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